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Lorsqu’un organisme a guéri d'une premiére atteinte d’une 
maladie infeclieuse, il oppose a toute nouvelle contamination 
une résistance que l'on appelle immunité. Notre dessein est de 
montrer ici, & nouveau, guil y a deux sortes d'immunité 
acquise et qu'il convient, pour préciser la pensée, de les dési- 
ener par des termes différents (1). Cette distinction permettra, 
en oulre, d’écarter certains espoirs chimériques, d’expliquer 
Vinsuccés d’anciennes tentatives d'immunisation et de suggérer 
des recherches en vue de nouvelles méthodes de vaccination. 


L’évolution d'une primo-infeclion comprend trois moments 
principaux : la pénétration du microbe dans l’organisme ou 
contamination; l’acces plus ou moins aigu qui en résulle ou 
crise; la guérison ou disparition totale non seulement des 
symptomes morbides, mais encore des microbes agresseurs. 
Entre ces trois moments, deux stades pendant lesquels l'infec- 


(1) Voir : Bull. Soc. path, évot., 17, Janvier 1924, p. 37. 
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tion « couve » et reste latente : ce sont, entre la contamination 
et l’'accés aigu, l’incubation eu phase procritique ; entre l’accés 
aigu et la guérison, la phase que l'on peut appeler métacri- 
tique. Toute maladie infectieuse comporte une phase d’incu- 
bation procritique, de durée variable, d’ailleurs, suivant l’es- 
pece nosologique ; mais, seules, les maladies infectieuses dites 
chroniques possedent une phase latente mélacritique. Or, la résis- 
tance conférée par une premiere atteinte, l|immunilé, présente 
des caractéres différents suivant l’existence ou l’absence de 
cette phase métacritique entre l’accés et la guérison, au sens 
que nous venons d’indiquer. Il y a donc intérét a préciser 
d’abord la nature et les modalilés de infection latente méta- 
critique. 


L’inFectioN LATENTE. — Une infection est dite latente lors- 
quelle ne se manifeste par aucun symptome perceptible, lors- 
quelle ne tombe pas directement sous les sens. En réalité, 
infection ne reste occulte que dans la mesure ot les moyens 
investigation et de diagnostic dont le médecin dispose 
demeurent imparfaits. Les progrés de la technique diminuent 
progressivement le nombre de ces infections cachées. Des 
signes morbides ou des lésions anatomiques que le malade 
n’accuse pas nous sont souvent révélés par certains artifices, 
par l’auscultation, la radioscopie, etc. Les méthodes microbio- 
logiques — recherche microscopique du germe, ensemencement 
dans des milieux de culture appropriés, inoculation & des ani- 
maux sensibles, réactions humorales — peuvent enfin apporter 
la preuve formelle de l’origine et de la nature du mal. A cet 
égard, les exemples abondent. 


Un bovin présente tous les caracttres somatiques du parfait état de santé. 
Cependant, l’examen microscopique prolongé du sang de cet animal révéle 
quil est infecté par de rares piroplasmes de l’espéce Piroplasma bigeminum, 
et ce sang, inoculé & un bovin neuf, déterminera chez ce dernier un acces 
aigu, patent, de piroplasmose. A supposer que le microscope n’existat point, 
infection latente du premier bovin fut, dés l'abord, restée ignorée; a sup- 
poser encore que la taille du parasite, Piroplasma bigeminum, n'atteigne pas 
la limite inférieure de visibilité au microscope, comme il arrive avec certains 
virus dits filtrants, cette infection latente — dont l’existence est prouvée par 
les conséquences cliniques de l'inoculation de sang infecté a des sujets 
neufs — pourrait étre méconnue. 


L’examen microscopique ne décéle aucun parasite dans le sang d’un pas- 
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sereau indigéne de l'Afrique du Nord. L’inoculation de quelques gouttes du 
sang de cet oiseau apparemment sain A un canari né en cage, surement 
indemne, donne a celui-ci un paludisme intense, démontrant ainsi l’infection 
du premier. C’est lisodiagnostic, procédé devenu indispensable dans les 
recherches approfondies sur les paludismes des animaux. La différence 
entre les deux résultats tient simplement A ce que l’examen microscopique 
porte sur quelques milliers de globules rouges seulement, tandis que la 
transfusion en utilise quelques milliards. 

La trés grande majorité des adultes sains, dans les grandes villes surtout, 
réagit a Vinjection de tuberculine, témoignant ainsi qu’ils se trouvent por- 
teurs de bacilles tuberculeux. Cette infection tuberculeuse latente, si discrete 
quelle ne se traduit par aucun signe morbide, resterait cachée si l'on ne 
disposait pas du réactif que constitue la tuberculine. 


L'INFECTION LATENTE D’EMBLER. — II arrive que l'accés aigu 
de premiére invasion passe inapercu. L’infection s’installe 
silencieusement, sans crise révélatrice. C'est ce que l’on a 
appelé Vinfection latente d’emblée [1910] (1). Dans ce cas, la 
phase procritique et la phase métacritique se rejoignent et se 
confondent. 

Certaines infections latentes demblée sont transmissibles en 
série avec le méme caractére de microbisme occulte, ne déter- 
minant pas de signes clinigues et révélé seulement par les 
méthodes de recherche microbiologiques. 


Ainsi, un petit piroplasme du boeuf, Thetleria mutans, ne provoque jamais 
de symptomes morbides chez les bovins qu’il infecte, bien qu'on puisse 
observer, dans le sang de la circulation périphérique, plus de 100 parasites 
pour 41.000 globules rouges. I] en est de méme de Anaplasma centrale, autre 
piroplasme du boeuf, chez lequel il provoque simplement un accés parasi- 
taire, sans accés clinique. Or, ces deux infections se transmettent indéfini- 
ment, dans la nature ou au laboratoire, sans qu’il y ait jamais exaltation de 
la virulence des germes et apparition de désordres généraux. L’infection 
reste occulte A tous les passages. 


L’existence ou labsence d'une phase d’infection latente au 
cours d’une maladie infectieuse dépend d’un caractére spéci- 
fique des microbes pathogénes : leur compatibilité ou incom- 
patibililé avec l’organisme qu'ils allaquent. 

La vie de cerlains microbes palhogeénes [rougeole, etc.} (2) 


) C. R. Ac. Se., 154, 1s" aout 1910, p. 407. 
Exemples : rougeole, scarlatine, variole, varicelle, fiévre jaune, typhus 
exanthé matique, fiévre boulonneuse, fiévre typhoide, oreillons, dengue, polio- 
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est incompatible avec la vie de l’organisme infecté : ils tuent 
ou sont tués. Lorsque l’organisme triomphe, la guérison suit 
immédiatement la fin de l’accés aigu : il n’y a pas d’infection 
latente métacritique. La réaction de l’organisme est tellement 
forte qu’elle produit un exces d’anticorps et que les effets s’en 
prolongent longtemps aprés la guérison, sous la forme de 
’« immunité », qui empéche les réinoculations de produire 
des récidives. 

Au contraire, la vie d’autres microbes pathogénes [syphilis, 
etc.] (1), est compatible avec celle de l’organisme attaqué : 
l’accés de premiére invasion, s'il n’entraine pas la mort de 
l’organisme, aboutit & une sorte de compromis entre le microbe 
et son héte, qui arrivent a se tolérer réciproquement. Le para- 
sitisme devient alors une sorte de symbiose, le parasite survit, 
au ralenti; l’infection latente métacritique s installe et ne cesse 
qu’a la longue, par l’action macrophagocytaire. La guérison, 
n’étant pas la conséquence d’uneréaclion prompte et énergique 
del’organisme, ne s accompagne pas de la formation d’anticorps 
abondants. C’est pourquoi la guérison ne laisse aucune immu- 
nité : une réinoculation peut provoquer une récidive. 

Il faut done abandonner lespoir d’obtenir une véritable 
immunité contre les réinoculations aprés la guérison des 
maladies & infection latente. Mais une chance subsiste: tant 
que dure linfection latente, toute agression nouvelle par un 
virus de méme espéce se heurte 4 une résistance : les deux 
virus ne se surajoutent pas. Tout se passe comme si le premier 
excluait le second. La place reste au premier occupant. 

A cet état particulier de résistance, contemporain de l’in- 
fection et cessant avec elle, nous avons donné, en 1924, avec 
A. Donatien, le nom de prémunition (2) pour le bien distinguer 
de l'état réfractaire consécutif & la guérison des maladies 
infectieuses aigués, de Vimmunité vraie. Prémunir signifie 


myélite épidémique, coqueluche, peste, tularémie, diphtérie, dysenterie, 
charbon, rouget du porc, choléra des poules, typhose aviaire, clavelée, 
variole porcine, peste bovine, peste porcine, maladie des jeunes chiens, 
péripneumonie des bovidés, fiévre aphleuse, etc. 

(1) Exemples : syphilis, tuberculose, brucelloses, spirochétoses, palu- 
dismes, piroplasmoses, bartonelloses, trypanosomiases, etc. 

(2) Edm. Seroenr, L. Parrot et A. Donatten: Une question de termino- 
logie ee et prémunir. Bull. Soc. Path. exot., 47, janvier 1924, 
p. 37-38. 
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« munir par précaution, fortifier d’avance, mettre en garde 
contre », conformément & son étymologie : prx, auparavant, 
munire (de menia murs de défense). On peut remarquer que 
les mots munus, charge (d’ot. vient immunité, exemption de 
charges), et meenia (d’ou vient prémunir) ont sans doute une 
origine commune (Bréal et Bailly). 

Vocabulaire comparé : 


Nom détat : Immunilé : 
Etat réfractaire post-infeclieux. 


Nom d'action : Immunisation : 


Nom détat : Prémunition : 
Elat réfractaire co-infeclieux. 


Nom d'action : Prémunition : 


Acte par lequel on procure la résis- 
tance a la surinfection, a la faveur 
d'une infection chronique provoquée 


Acte par lequel on met l organisme 
en état de résister 4 une réinfeclion, 
comme s'il s’était guéri d’une atteinte 
spontanée de la maladie considérée. 

Immuniser. 

Immunisé. 

Immunisant. 


Prémunir. 
Prémunt. 
Prémunissant (1) ou prémunitif. 


En un mot, les maladies & prémunition peuvent récidiver 
aprés guérison, mais elles « ne se doublent pas » tant que l’in- 
fection existe. La prémunition représente, en quelque sorte, 
le résultat d'une « auto-microbiothérapie permanente », qui 
alerte continuellement les défenses organiques. La pullulation 
des microbes de premiére infection et des microbes de surin- 
fection est inhibée ou ralentie, grace 4 l’intervention constante 
de la phagocytose. Le systéme réticulo-endothélial est tenu 
sans cesse sur la bréche du fait méme de la persistance des 
germes dans l'économie, de |’infection chronique (2). 


Une conclusion pratique découle de ces considérations. 
Contre les maladies a infection latente, dont la guérison 
n’est jamais suivie d'immunité vraie, nous devons renoncer a 


(1) Par analogie avec « immunisant », on dit parfois « prémunisant ». Il y 
a tout avantage 4 employer le terme correct de « prémunissant ». 

(2) Aux catégories des maladies a immunilté et des maladies a prému- 
nition, il faut ajouter une troisiéme catégorie de maladies infectieuses : 
celles qui ne comportent ni immunité, ni prémunition. Elles sont dues a des 
bactéries pyogénes : pneumocoque, streplocoque, staphylocoque , gono- 
coque, bacille de Ducrey, bacille de Preisz-Nocard, ete. 


390 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


une vaccination immunisante. Et, puisqu’on ne peut pas 
immuniser contre elles, il faut essayer de prémunir. 

La prémunilion artificielle a pour objet de rendre l’orga- 
nisme rebelle aux surinfections grace 4 une primo-infection 
provoquée, bénigne, et pour ainsi dire ménagée. Pour pré- 
munir, il faut donc infecter; les virus-vaccins doivent étre 
vivants. Grosse différence avec l’immunité vraie que |’on peut 
conférer par des vaccins tués, ou par des toxines, ou par des 
extraits bactériens. 

Un autre caractére qui distingue la prémunition de l’immu- 
nité est que, dans les maladies & prémunition, le sérum ne 
renferme jamais d’anticorps en quantité notable; par suite, la 
sérothérapie n’y donne pas de résultats favorables : syphilis, 
tuberculose, paludisme, piroplasmoses, trypanosomiases, etc. 

Un inconvénient de la prémunition artificielle serail de créer 
de nouveaux réservoirs de virus. Employer des virus-vaccins 
vivanls, c’est, en effet, risquer de répandre des virus conta- 
gieux, dont on doit craindre que la virulence ne s’exalte un 
jour ou lautre. D’ot deux régles pratiques : n’appliquer la 
prémunition par virus-vaccin & virulence instable que dans 
des pays ott le mal existe déja (tel est le cas de la prému- 
nition contre la Brucella de Bang, de l’avortement épizootique 
des vaches). De préférence, chercher & obtenir des virus- 
vaccins qui ne soient pas contagieux (c’est ce que l'on a réussi 
a obtenir pour le B. C. G. et pour le virus-vaccin contre la thei- 
lériose bovine nord-africaine, comme on le verra plus loin). 


* 
¥ *¥ 


Quelques exemples mettront en lumiére les caractéres dis- 
tinctifs des maladies & prémunition (1) : résistance a& la surin- 
fection, traduite par l’alténuation marquée ou la suppression 
totale des effets d’nne nouvelle contamination chez les sujets 
en état d'infection latente métacritique; absence de résistance 
aux réinfections aprés la guérison. Ces exemples montreront 
aussi que, d’aprés ces principes, on a pu instituer des procédés 
efficaces de prémunition artificielle, de vaccination prémunitive. 

(4) On remarquera que, parmi ces exemples, aucun ne se rapporte a une 


infection par un ultravirus. Ce sont des infections bactériennes (micro- 
coques, bacilles, spirochétes) ou & protozoaires. 
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PALUDISMEs. 


L’observation clinique et l’expérimentation montrent que des 
porteurs de Plasmodium résistent aux surinfections. La réac- 
tion d’un paludéen & une surinfection est parfois tout a fait 
nulle. D’autres fois, la réaction se traduit par un léger accés 
parasitaire, sans élévation thermique, ni manifestation mor- 
bide; elle ne serait pas apparente si l’on n’usait pas du micro- 
scope. Quand la réaction se manifeste par un acces & la fois 
clinique et parasitaire, il est tout & fait exceptionnel que cet 
accés ne revéte une allure bénigne. La résistance au paludisme 
des indigénes d’un pays fiévreux est un exemple de prémunition 
acquise dés l’enfance et entretenue par réinoculations annuelles. 

Si Pinfection guérit, le sujet, contaminé a nouveau, fait un 
acces de paludisme aigu, normal. On voit des indigénes, dont 
la prémunition était entretenue dans leurs pays dorigine par 
des inoculations annuelles, guérir s’‘ils émigrent dans un pays 
sain, puis contracter derechef le paludisme une fois rentrés 
chez eux. L’étude du paludisme inoculé a des paralytiques 
généraux, pour des fins thérapeutiques, a confirmé ces données 
de l’observation. Les recherches expérimentales ont démontré 
également l’existence de la prémunition dans les paludismes 
des oiseaux, des singes. 

On cite des cas dimmunilé vraie succédant a la prémunition 
chez des paludéens, mais on peut toujours se demander s'il 
n’existe pas dans ces cas une infection latente qu’on n’a pas pu 
mettre en évidence avec les moyens de diagnostic dont on dis- 
posait. On connait de trés longs silences de l’infection plasmo- 
diale chez l’homme. En somme, on peut dire gu’actuellement 
existence de la prémunition est prouvée dans le paludisme, 
et que celle de l'immunité vraie ne l’est pas encore. 

Les paludismes présentent donc nettement le double carac- 
tere des maladies & prémunition : résistance a des surinfections 
pendant la période de microbisme latent; réceptivité complete 
dés la guérison obtenue. 


Vaccination. — Tous les essais de vaccination par des Plas- 
modium tués ou par des extrails cellulaires ont échoué. De 
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méme, tous les essais de sérothérapie antipaludéenne ont abouli 
a des échecs. Ces résultats négatifs s’expliquent si l'on consi- 
dére que le paludisme ne confére pas d’immunité vraie, qu il 
représente une maladie 4 prémunition. 

Au contraire, les virus-vaccins vivants permettent de conférer 
a des sujets neufs une prémunition efficace. Expérimentale- 
ment, la vaccination prémunitive est aisée & oblenir, et on 
peut en controler les suites par l’administration opportune des 
médicaments antipalustres. 

En médecine humaine, on a reconnu qu'il est avantageux, 
pour les sujets destinés & vivre en pays & paludisme endémique, 
ou le risque des réinoculations est grand, d’acquérir et de con- 
server la prémunition. Un paludéen guéri, c’est-a-dire débar- 
rassé de ses Plasmodium, peut, s'il est piqué par un Anophéle 
porteur de sporozoites, présenter un accés pernicieux tout 
comme un sujet neuf; il est donc préférable que le paludéen 
conserve une infection latente, grace a laquelle toute surinfec- 
tion grave lui sera épargnée. C’est pourquoi la Commission du 
paludisme de la Société des Nations, dans son troisiéme Rap- 
port général (S. P. James, juin 1933), indique Vintérét quwil y 
a, dans le traitement du paludisme, & ne pas supprimer com- 
plétement l’infection, afin de permeltre au mécanisme de 
défense de l’organisme de rester en activité constante et de se 
développer progressivement. Il ne faut pas guérir trop vite et 
trop complétement le paludéen appelé a vivre en milieu 
palustre. [l a, bien au contraire, toul avantage & rester infecté, 
done prémuni : c’est l’acclimatement sans risque. 


PInoPpLASMOSES. 


Les maladies groupées sous ce nom et dues & des hémato- 
zoaires des genres Piroplasma, Babesiella, Theileria, Ana- 
plasma, préseutent, au plus haut degré, le phénomeéne de la 
résistance aux surinfections pendant la latence métacritique de 
infection, La contamination naturelle ou expérimentale d’un 
animal prémuni ne produit, le plus souvent, aucun acces cli- 
nique. On observe parfois un simple accés parasitaire, qui 
passerait inapercu sans le microscope. La prémunition persisle 
souvent trés longtemps (theilériose) et, parfois, pendant la vie 
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entiére de l’animal (anaplasmoses). Les piroplasmoses dans 
lesquelles l’infection chronique est de moindre durée (piroplas- 
mose vraie & Piroplasma bigeminum, babésiellose) ne laissent 
aprés la guérison aucune résislance contre les réinoculations, 
et les acces de récidive peuvent élre aussi violents que des 
accés de premiére invasion. 


Vaccination. — Les piroplasmoses présentent done le type 
des maladies & prémunition, contre lesquelles, si aucune vacci- 
nation immunisante n'est possible, les procédés de vaccination 
prémunissante, au contraire, readent de grands services. 

En Afrique du Nord, la vaccination prémunitive des bovins 
contre les quatre piroplasmoses pathogenes du pays : piroplas- 
mose vraie, babésiellose, anaplasmose, theilériose, est entrée 
dans la pratique depuis onze ans. Les virus-vaccins sont cons- 
titués par du sang virulent prélevé a des bovins conservateurs 
de virus. Ce sont : soit des souches naturellement bénignes, 
gardées au laboratoire en infection pure sur des bovins et pré- 
levées durant la phase chronique (piroplasmose vraie, babé- 
siellose), ou bien au cours de l’accés aigu (theilériose), soit 
du virus prélevé aux donneurs au cours de | incubation (ana- 
plasmose), soit un virus d’une espéce sans virulence (Ana- 
plasma centrale) susceptible de conférer un cerlain degré de 
résistance contre une espéce voisine, trés pathogéne (Ana- 
plasma marginale). 

L’un des virus-vaccins, celui de la theilériose bovine, résout 
heureusement le probleme de donner au vacciné une infection 
réelle, nécessaire, par définition, a |’établissement de la pré- 
munition, sans créer pour cela un nouveau réservoir de virus. 
L’agent de cette grave maladie, Thevlerta dispar, est transmis 
dans la nature, en Afrique du Nord, par la tique Hyalomma 
mauritanicum. Le stade sexué du parasite se déroule chez la 
tique, hdte définitif, le stade asexué chez le bovin, hote inter- 
médiaire. Theileria dispar peut étre transmis indéfiniment de 
bovin a bovin par transfusion de sang. Au cours de ces pas- 
sages, l’évolution schizogonique de lhématozoaire suffit a 
assurer la pérennilé de l’espéce et J’infection successive de 
tous les bovins, avec une virulence remarquablement régu- 
litre. On constale, en revanche, que, dés les premiers pas- 
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sages de bovin infecté & bovin sain par transfusion de sang, le 
parasite cesse de produire des gamétocytes, et que le sang de 
ces bovins, uniquement parasités par des formes asexuées, est 
devenu incapable d’infecter les tiques. Ces bovins sont done 
porteurs de germes prémunissants, mais non contagieux. La 
condition idéale de la prémunilion est réalisée. 

Les résultats obtenus sur plus de 15.000 bovins prémunis 
dans l'Afrique du Nord, depuis l'année 1924, contre les quatre 
piroplasmoses pathogénes du pays sont Jes suivants : tandis 
que, dans les régions infectées, les troupeaux non vaccinés 
perdent de 20a 40 p. 100 de leurs effectifs, la moyenne des 
pertes, chez les animaux prémunis, est de1 p. 100, a peine. 


TRYPANOSOMIASES. 


On a beaucoup disculé pour savoir si les trypanosomiases 
sont des maladies & prémunition ou & immunité proprement 
dite. R. Koch a soutenu Ja premiére thése; Laveran et Mesnil 
ont donné des arguments en faveur de la seconde, et ils 
concluent (4) que la simple guérison clinique « parait rare en 
ce qui concerne les trypanosomes pathogénes » et que les 
ruminants considérés comme guéris microbiologiquement ont 
généralement limmunité. 

Les trypanosomiases offrent, & maints égards, le caractére 
de maladies prémunissantes, bien qu’on puisse se demander 
si, dans certains cas, une vérilable immunité ne succéde pas 
a la prémunition. La preuve est difficile & faire de l’absence 
de tout germe dans l’organisme d’un ancien trypanosomé. 
Pratiquement, les trypanosomes pathogénes sont justiciables 
de la prémunition et non pas de l’immunisation. 


Vaccination. —Laveran et Mesnil, faisant allusion a quelques 
cas signalés par Mesnil, parlent dans leur Trai¢é (2) d’animaux 
traités qui ne sont pas « stérilisés » complétement comme 
conséquence immédiate du traitement et qui résistent ensuite 
& une rechute (alors qu’ils n’auraient pas résis!é & Ja maladie 


(1) Trypanosomes et trypanosomiases, 2° édition, p. 154. 
(2) Trypanosomes et trypanosomiases, 2° édition, p. 255. 
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évoluant naturellement); ces animaux ont acquis ce que nous 
appelons la prémunition. Ils concluent : « Ce serait évidem- 
ment lidéal de produire de ces guérisons lentes, qui condui- 
raient & Vimmunité. On en concoit toute la difficullé. » 

On citera, & titre d’exemple, la prémunition artificiellement 
conférée contre la trypanosomiase des diromadaires de l'Afrique 
du Nord, le debab. Au laboratoire, il est possible de prémunir 
sans risque des dromadaires contre le debab : on les inocule 
avec un virus dinfection latente, puis on « coupe » l’accés de 
premiére invasion par une médication appropriée, sans cher- 
cher a obtenir la stérilisation de l’organisme. Comme dans le 
traitement de toutes les trypanosomiases, on donne alternative- 
ment des remédes différents (émétique et atoxyl) afin de déjouer 
laccoutumance du microbe aux médicaments. Ce procédé de 
prémunilion pourrait étre employé, sur le terrain, pour pré- 
munir les mehara des Compagnies sahariennes, pendant leurs 
longues périodes de paturage. Par cette prémunition svstéma- 
tique, on éviterait les pertes désastreuses en dromadaires qui 
ont marqué certaines expéditions : colonne du général Marey- 
Monge, lors de la premiére occupation du Sersou, prise des 
oasis du Touat et du Tidikelt. 


TUBERCULOSE. 


La prémunition dans la tuberculose a été définie, avant la 
lettre, par la « loi de Marfan », fondée en 1886 sur lobserva- 
tion clinique : « On ne constate presque jamais de tuberculose 
pulmonaire, tout au moins de tuberculose pulmonaire évidente 
et en évolution, chez des sujets qui, pendant l’enlance, ont été 
alteints d'écrouelles (adénite tuberculeuse suppurée du cou) el 
qui en ont guéri complétement avant l’age de quinze ans, cetle 
cuérison ayant eu lieu avant qu’aucun autre foyer de tubercu- 
lose edt été appréciable. » En somme, une tuberculose locale 
empéche trés souvent le développement ultérieur d'une luber- 
culose généralisée. La présence de quelques unités microbiennes 
vivantes suffit méme (infection sans maladie) a c:éer dans 
Yorganisme un état réfractaire 4 la surinfection. 

Les recherches de Calmette et Guérin ont apporté la confir- 
mation expérimentale de la loi de Marfan. Des veaux soumis a 
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une seule infection, puis maintenus a l’abri de toute réinfec- 
tion accidentelle, ne font habituellement que des lésions 
bénignes qui restent occultes; des veaux ainsi prémunis, en 
état d'infection latente, deviennent trés résistants aux infec- 
tions naturelles ou artificiellemeut provoquées, tandis que des 
bovidés neufs, réinfectés plusieurs fois, 4 des intervalles peu 
éloignés, prennent une tuberculose a forme évolutive grave, 
avec lésions pulmonaires étendues. 


Vaccination. — Pendant longtemps, la méconnaissance des 
conditions réelles de la résistance acquise & la tuberculose a 
fait tenter des milliers d’essais infructueux d’immunisation 
active par les procédés classiques employant des microbes 
morts : inoculation de bacilles tués par des moyens physiques 
(chauflage, radiations lumineuses), par divers réactifs chi- 
miques, ou modifiés par des actions diastasiques, injection de 
lipoides ou d’autres substances extraites des corps bacillaires. 
D’autre part, de nombreux savants ont longuement et vainement 
procédé a des essais de sérothérapie. 

Tous ces insuccés s expliquent par le fait que la tuberculose 
n'est pas une maladie & immunité, mais qu'elle est une maladie 
a prémunition. 

Kelairés par leurs recherches expérimentales sur la tubercu- 
lose bovine, dont ils ont rapproché les résultats des conclusions 
de la loi de Marfan, Calmette et Guérin ont résolu la question 
de la vaccination antituberculeuse par leur vaccin prémunissant 
BCG. Avant le BCG, divers virus-vaccins vivants avaient été 
expérimentés contre la tuberculose, mais aucun ne remplissait 
la condition formelle que doit présenter un virus atténué au 
sens de Pasteur : une souche de bacille de Koch n’est réelle- 
ment et délinitivement atténuée que lorsqu’elle est rendue 
inapte & produire, dans l’organisme des animaux les plus sen- 
sibles, des Iésions tuberculeuses réinoculables. Calmette et 
Guérin, au contraire, sont arrivés & préparer un virus-vaccin 
définitivement atténué, le BCG Ainsi qu’on sait, les recherches 
de ces auteurs ont eu pour point de départ, en 1908, l’utilisa- 
tion de la bile pure de buf, mélée aux cultures de bacilles 
tuberculeux pour en faciliter Pabsorption lorsqu’on les admi- 


nistre par la bouche a des bovins. Calmette et Guérin constatent 


IMMUNITE ET PREMUNITION 397 


que leur bacille tuberculeux, isolé d’un bovin, fort pathog?ne 
a l’origine, perd peu & peu de sa virulence pour les animaux 
d’expérience, en méme temps que la constitution physico- 
chimique de l’enveloppe ciro-graisseuse du bacille se modifie. 
Aprés trente cultures successives en bile, l’atiénuation de la 
virulence est déja manifeste pour le jeune bovin. Apres deux 
cent trente cultures, soit au bout de treize années, les réense- 
mencements étant faits tous les vingt 4 vingt-cing jours, le bacille 
est devenu incapable de provoquer, méme aux fortes doses de 
1 a 2 centigrammes chez Je cobaye, des lésions tuberculeuses 
réinoculables. Les essais tenlés depuis lors pour rendre a ce 
bacille, héréditairement atténué, sa virulence initiale ont échoué, 
non seulement dans le laboratoire de Calmette, mais entre les 
mains des expérimentatcurs les plus qualifiés du monde entier. 

D'une expérience qui porte, & lheure actuelle, sur prés de 
deux millions de sujels, on peut conclure avec Burnet que 
Vinnocuité du BCG est démontrée et que Ja probabilité de son 
efficacité préventive croit de jour en jour. En outre, le BCG, 
inoffensif pour le sujet vacciné, l’est également pour la collec- 
tivité : les vaccinations ne risquent nullemeut de créer des 
réservoirs de virus, le BCG ayant perdu tout pouvoir pathogéne. 


ENTERITE PARATUBERCULEUSE DES BOVIDES. 


Par sa nature et son évolution, celle maladie, due au bacille 
de Jones et de Frothinghan, rappelle la tuberculose. 

Comme celle-ci, elle est justiciable de la prémunition. Le 
succes d’expériences de vaccination prémunitive en apporte la 
preuve. H. Vallée, Rinjard et M. Vallée ont prémuni plus de 
35.000 bovins contre l’entérite paratuberculeuse, en inoculant 
un virus-vaccin constitué par la suspension de 5 a 410 milli- 
grammes de cultures vivantes du microbe non modifié dans un 
excipient irrésorbable d’huile de vaseline et de grés porphyrisé. 
L’inoculation sous-cutanée de ce vaccin produit un abces froid 
inextensible qui persiste fort longtemps, en ne créant qu'une 
lésion fibro-caséeuse locale, sans tendance & la généralisation. 
Dans l’abcés, les bacilles de Jones conservent Jeur vitalité. 
Tant que cet abcés dure, les animaux sont réfractaires a toute 
surinfection. Dés que l'abcés guérit, ils redeviennent sensibles. 
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SYPHILIS. 


« La syphilis ne se double pas » a dit Ricord. Pendant la 
période primaire, le sujet syphilitique reste sensible aux réino- 
culations expérimentales : on peut, presque toujours, donner 
un second chancre 4 un sujet porteur d'un accident primaire. 
Mais, dés l’apparition de la période secondaire — qui correspond 
ala généralisation du virus — la réceptivité disparait; les ino- 
culations ne produisent que des effels négatifs — ou tout au 
moins abortifs. La date de l’apparition de c»tte résistance aux 
nouvelles contaminations est trés variable, comme d’ailleurs la 
date de la généralisation du virus. On admet le délai de six 
semaines aprés la contamination; c’est l’époque ou apparaissent 
également les réactions sérologiques. Pendant la période ter- 
tiaire, on observe parfois de nouvelles infections. Mais, en fait, 
et dans les conditions naturelles, les surinfections authentiques 
sont exceptionnelles au cours d'une syphilis en évolution. En 
revanche, tout individu dont la syphilis est entiérement guérie 
redevient complétementsensible & une nouvelle contamination. 
La syphilis offre donc les caractéres d'une maladie a4 jprému- 
nition. 

La syphilis du lapin se comporte comme celle de homme, 
elle présente des périodes de lalence du virus, coupées de 
rechutes ; les lapins infectés restent insensibles & de nouvelles 
inoculations tant que dure leur microbisme lateat. Des lapins, 
dont les lésions guérissent sous l’action des arsenicaux, sont 
plus sensibles aux réinoculations que des témoins non traités. 


Vaccination. — Le fait que la syphilis est une maladie a pré- 
munition et non pas & immunité explique encore que toutes les 
tentatives de préparation soit d’un sérum antisyphilitique effi- 
cace, soit d'un vaccin ne contenant pas de virus vivant aient 
échoué. C'est ce qu’ont montré, en particulier, les importantes 
recherches de Metchnikoff et Roux, celles de Neisser. Neisser a 
vu, dans ses expériences sur des milliers de singes et sur des 
lapins, pratiquées avec du virus vivant et virulent, que seuls 
les animaux réellement infectés acquéraient une résistance, et 


que celte résistance durait juste le temps de l’infection. Neisser 


IMMUNITE ET PREMUNITION 399 


donnait & cet état réfractaire passager le nom d’ « anergie », 
terme qui, dans ce sens, correspond exactement au terme de 
prémunition. Malheureusement, les essais d’obtention d’un 
virus-vaccin stirement atténué (par des passages sur certaines 
espéces animales, par l’effet d’agents physiques ou chimiques) 
sont restés, jusqu’a présent, infructueux. La vaccination anli- 
syphilitique ne pourra étre réalisée que par un virus-vaccin 
vivant, dont on aura obtenu |’atténuation certaine et définitive, 
et qui aura stirement cessé d’étre contagieux. 


BRUCELLOSES. 


La fiévre ondulante due a Brucella melitensis Bruce peut réci- 
diver chez homme et chez la chévre, mais la chévre porteuse 
d'une infection chronique résiste aux surinfections. 

D’autre part, il est connu depuis longtemps que la vache 
contaminée pour la premiére fois par Brucella abortus Bang, 
agent de l’avortement épizootique, avorte & son premier part, 
mais que, lV’infection étant devenue chronique, les nouvelles 
contaminations n'ont pas d’eflet; la vache n’avorte plus. 

Le caractére de maladies & prémunition que présentent les 
brucelloses comporte des conséquences pratiques : 


VACCINATION CONTRE LA FIEVRE ONDULANTE. — Aucun vyaccin 
préparé avec des Brucella meliensis tués ne procure un effet 
préventif démontré. Au contraire, E. A. Shaw a réussi a pré- 
munir des singes contre la fiévre ondulante en leur inoculant 
des cultures vivantes de Brucella melitensis. Zammit et Debono 
ont récemment vacciné, avec succés, des chévres contre la fiévre 
ondulante & Brucel/a melitensis par Vinjection de cultures de la 
souche avirulente de Brucella abortus de A.-F. Huddleson. Le 
yaccin est constitué par une culture de trvis jours, sur gélose, 
de ce Brucella abortus, mis en suspension dans 10 cent. cubes 
du filtrat d’une culture du méme germe en bouillon de foie. 
C’est donc un virus-vaccin composé de microbes vivants. 


VACCINATION CONTRE L’AVORTEMENT BPIZOOTIQUE DES VACHES. — 
Aucun vaccin tué n’a donné de résultats, au cours des trés 
nombreux essais qui ont été tenté-. Au contraire, un procédé 
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couramment entré dans la pratique dans les pays nordiques 
consiste & infecter les génisses avant la fécondation, avec des 
cultures vivantes de Brucella abortus. Les souches ne doivent 
étre ni tres virulentes : l'infection pourrait gagner la mamelle 
et rendre le lait dangereux pour le consommateur, ni d’une 
virulence trop faible : les vaches ne seraient pas prémunies 
ou seraient prémunies pour trés peu de temps. D’ordinaire, la 
premiére gestation aboutit & un avortement, mais les produits 
ullérieurs arrivent & terme dans de bonnes conditions. 


x 


En résumé, la distinction entre les maladies & immunilé et 
les maladies & prémunition ne présente pas seulement un intérét 
d’ordre théorique: elle offre un intérét pratique immédiat pour 
la médecine préventive. Elle explique l’échec de certains essais 
de vaccination dans le passé. Elle délimite les domaines res- 
pectifs et définit les méthodes propres de la vaccination immu- 
nisante et de la vaccinalion prémunissante. Cette distinction 
nécessaire, et probablement féconde, résulte des caractéres 
mémes de l’immunité et de la prémunition, que l'on peut sché- 
matiser ainsi : 


Imuunits. — Aprés la quérison dune maladie infectieuse 
aigué, état réfractaire grace auquel l’organisme résiste aux 
réinfections. 

1° Leimmunilé swt et, par définition, suppose la « désin- 
feclion » de l’organisme : elle est post-infectieuse. 

2° L‘immunité peut étre conférée artificiellement au moyen 
de vaccins tués ou de toxines. 

3° La sérothérapie des maladies & immunité peut étre trés 
efficace. 


Proimunition. — Av cours d'une maladie infectieuse chronique, 
tolérance réciproque de lorganisme et du microbe et résistance 
aux surinfections. Apres la guérison, retour de Ja sensibilité 
aux réinfections. 

1° La prémunition accompagne et, par définition, suppose 
infection latente : elle est co-infectieuse. 
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2° La prémunition ne peut étre conférée artificiellement que 
par des virus-vaccins vivants. Linfection latente d'emblée, 
obtenue avec des virus-vaccins atténués et fixes, incapables de 
créer des réservoirs de virus, représente l’idéal de la vaccina- 
tion prémunissante. 


3° La sérothérapie des maladies & prémunition est générale- 
ment inefficace. 
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DU ROLE DE LA PEAU 
DANS LA SARCOMATOSE DE LA SOURIS oe 


par A. BESREDKA et L. GROSS. 


C’est & Hanau (1889) que revient le mérite d’avoir le premier 
réalisé l’inoculation expérimentale du carcinome chez le rat et 
& Moreau (1891), jeune préparateur de la Faculté de Médecine 
de Paris, d’avoir transmis en série le cancer chez la souris. A 
l’époque, ces expériences avaient attiré a peine l’attention des 
savants, et ce n’est que plusieurs années plus tard que l’on vit 
paraitre les recherches, bien connues des cancérologues, de 
Leb, Jensen, Ehrlich et Apolant, Clowes, Borrel, Bridré, 
Michaelis, Bashford et ses collaborateurs, Murray, Haaland, 
Bowen, Woglom et de beaucoup d'autres. Les publications 
sur le cancer se multipliérent depuis au point de nécessiter la 
création de périodiques spéciaux. Aujourd’hui, le probléme 
est devenu d’une complexilé trés grande, d’autant plus que 
non seulement la nature des*tumeurs, mais encore les condi- 
tions d’expériences et surtout la technique varient suivant les 
expérimentateurs; aussi ne Manque-t-on pas de rencontrer des 
assertions quasi-contradicloires sous la plume des auteurs de 
compétence incontestable. 


‘TECHNIQUE. 


Comme nous l’avons indiqué précédemment, la technique 
que nous avons adoptée diftére de celle qui est communément 
en usage: au lieu d’insérer des fragments entiers de tumeur, 
nous opérons sur des émulsions de tumeur trés fines. La 
tumeur, coupée d’abord aux ciseaux, est broyée ensuite dans un 
mortier en présence de quelques gouttes d’eau physiologique, 
jusqu’a ce qu'elle offre la consistance d’une bouillie capable de 
passer a travers l’'aiguille du plus petit diamétre (5/10 de milli- 
métre); avant d’étre injectée, la bouillie sarcomateuse est tri- 
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turée sur un tamis en toile. En partant d'une tumeur de poids 
déterminé, nous pouvons doser plus ou moins exactement la 
quantité de virus sarcomateux que nous désirons injecter: 
nous nous comportons ensuite comme si nous étions en pré- 
sence d’une émulsion de microbes pathogénes. 

Suivant les besoins de l’expérience, les tumeurs sont émul- 
sionnées dans 10 p. 100 ja 20 p. 100 d’eau physiologique, puis 
injectées par différentes voies : sous la peau, dans la peau ou 
dans le péritoine. 


INOCULATIONS SOUS-CUTANEES. 


Dans notre précédent mémoire, il a été déja question de 
lévolution de la tumeur sarcomateuse & la suite des injections 
sous-cutanées. Rappelons que dans les huit jours qui suivent, 
on voit apparaitre une petite masse empatée qui se transforme 
rapidement en une véritable tumeur aux contours précis. Cette 
tumeur atteint, au bout de quinze jours a trois semaines, les 
dimensions d’une noisetle, puis d’une grosse noix. Cette tumeur, 
consécutive a l’inoculation sous-cutanée, est praliquement mor- 
telle dans 100 p. 100 des cas. 

Tant que la tumeur n'est pas volumineuse, elle se laisse 
aisément écraser entre les doigts 4 travers la peau. On a 
impression que la tumeur a disparu, mais bientdt elle reparait 
— le lendemain ou le surlendemain — pour se développer avec 
plus de vigueur que les tumeurs témoins, laissées intactes. 

Fait important sur lequel nous aurons a revenir, Ja tumeur 
sous-cutanée que l’on abandonne a son sort, c’est-a-dire dont on 
ne géne pas le développement par une intervention extérieure, 
évolue sur place et ne s’accompagne qu’exceptionnellement de 
méiastases. 


INOCULATIONS INTRAPERITONEALES. 


Les inoculations intrapéritonéales sont trés propices a ]’évo- 
lution du sarcome. II suffit quelquefois d’inoculer & la souris, 
dans le péritoine, une dose trés faible pour obtenir la mort de 
lanimal en peu de temps. Nous recommandons cependant 
d’injecter une dose de 0 gr. 03 qui est celle que nous injectons 
sous la peau lorsque nous désirons obtenir une tumeur & coup 
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stir. Dans la plupart des cas, huit ou dix jours aprés l'inocula- 
tion, on assiste a une péritonite sarcomateuse des plus caracté- 
‘ 


Fic. 4. 


— Tumeur intracutanée consécutive & linoculation 


intrapéritonéale. 
risées. La cavilé périlonéale renferme un liquide abondant 
ys 

\2 ou 3 cent. cubes), trouble, parfois sanguinolent, riche en 
lymphocytes et en gros mononucléaires. Le mésentére est 
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parsemé de trés petites granulations sarcomateuses en 
nombre incalculable. Quelquefois, au contraire, on ne trouve, 
a l’autopsie, que deux ou trois grandes tumeurs au milieu d’un 
exsudat peu abondant. 

Le liquide péritonéal se montre trés virulent: nous avons 
pu reproduire une sarcomatose péritonéale typique, en injec- 
tant & des souris 1 cent. cube de liquide dilué a 1/10.000. 

Ce liquide péritonéal est virulent aussi par voies intracutanée 
et sous-cutanée : la tumeur évolue rapidement en présentant 
les mémes caractéres que l’on observe lors de inoculation 
d’une dose massive de la tumeur elle-méme. 

Conservé a la glaciére pendant neuf jours, ce liquide pré- 
sente la méme virulence qu’il possédait au moment de la 
ponction, alors que la tumeur émulsionnée dans |’eau physio- 
logique perd déja sa virulence aprés quarante-huit heures. 

Un point sur lequel nous tenons a attirer l’attention et qui 
offre un inlérét en raison de l’analogie qui existe entre l’affec- 
tion sarcomateuse et l’infection charbonneuse, est la réceptivilé 
particuliére de l'enveloppe cutanée a laquelle, dans le cas de 
sarcome, s’ajoute celle de la paroi péritonéale. Chez la plupart 
des souris inoculées dans le péritoine, nous avons observé une 
petite tumeur (fig. 1) juste au point de la pénétration de 
Yaiguille au niveau de la peau, et une autre tumeur pareille 
au puint correspondant de la paroi péritonéale. La réceptivité 
de ces cellules doit étre grande pour que la dose minime de 
virus (exsudat péritonéal dilué & 1/10.000) qui adhére a la 
pointe de l’aiguille de la seringue suffise pour donner nais- 
sance &une tumeur sarcomaleuse. Nous n’avons rencontré une 
telle réceptivité cutanée que dans l’infection charbonneuse. 


INOCULATIONS INTRACUTANEES. 


Les inoculations intracutanées de sarcome différent des pré- 
cédentes en ce que ieur effet varie suivant la dose employée. 
Dans les cas d'injections sous-culanées ou intrapéritonéales, ou 
la tumeur ne se développe pas et l’animal reste normal, ou bien 
Ja tumeur se développe et en ce cas |’animal est voué a une 


mort certaine. 
Or, chez les animaux inoculés dans la peau, plusieurs cas 
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peuvent se présenter. Si la dose injectée est forte, Ja tumeur 
intraculanée augmente progressivement jusqu’a la mort; elle 
présente en ce cas certaines particularilés relatives & sa propa- 
gation, que l’on n observe pas dans Jes tumeurs sous-cutanées ; 
nous allons y revenir. Si la dose est trop faible, la souris ne 
réagit pas et se comporte ultérieurement comme un animal 
neuf. Mais, si la dose n’est ni trop faible, ni trop forte, on assiste 
& l'apparilion d’une tumeur intracutanée qui se développe 
pendant quelque temps, deux semaines environ; puis, rapide- 
ment, elle se met & régresser pour disparaitre complétement en 
jJaissant l’animal en parfait état de santé. 

Si le premier cas offre un intérét au point de vue du mode 
de développement du néoplasme et des moyens de défense que 
lui oppose l’organisme, le troisitme cas est surtout intéressant 
au point de vue du mécanisme de l’immunisation. 


a) INJECTION DE DOSES MAsstvEs. — Injectons 4 une souris, 
dans la peau, une dose massive de sarcome: 0c. c.2 dune 
émulsion & 20 ou 25 p. 100. Dans les six a huit jours qui 
suivent, nous verrons apparaitre au niveau de l inoculation une 
tumeur intracutanée. Celle-ci, enclavée dans la peau, suit 
d’abord Jes mouvements de cette dernitre et se présente, au 
début, sous forme d'une verrue demi-sphérique, rose, rénitente, 
susceptible d’atteindre le volume d’un gros pois (1). Bientét, 
on la voit s’aplatir et se recouvrir d'une croitelle grisatre. 
Elle continue néanmoins & augmenter de volume; ses bords 
s'épaississent, s’arrondissent, s élévent et encerclent la crotile 
qui occupe maintenant le centre creux de la tumeur. Celle-ci 
cesse d’étre mobilisable : au lieu d’étre seulement intracutanée, 
elle intéresse tous les tissus sous-jacents. 

Arrivée & ce stade de développement, la tumeur est encore 
susceptible de subir, & sa partie centrale, une régression, par- 
tielle il est vrai, mais assez importante. Mais, elle ne tarde pas 
a reprendre de l’activité, notamment a la périphérie ot son 
développement se poursuit assez activement. A un moment 
donné, on a Vimpression que lorganisme, qui jusque-la se 
défendait, avec plus ou moins de succes, contre l’envahissement 


(1) Dans les cas ou l’émulsion injectée dépasse 30 a 40 p. 100, la tumeur 
intracutanée évolus rapidement, tout comme une tumeur sous-cutanée. 
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de la tumeur, abandonne la lutte : la tumeur augmente, la peau 
s'ulcére, et l’animal succombe au bout de quelques semaines 
a une infection intercurrente. 

Dans les cas oti l’infection secondaire ne se produit pas, on 
assiste 4 l’apparition de métastases, d’abord au niveau de deux 
pattes les plus proches, et bientét au niveau de quatre extré- 
mités. Ces métastases évoluent rapidement et en quelques jours 
emportent l’animal. En plus de ces métastases qui alteignent 
les dimensions d’une noix, on peut trouver, a Vautopsie, d’autres 
métastases au niveau des reins et parfois au niveau des cap- 
sules surrénales. Ces métastases sont parfois plus volumineuses 
que la tumeur culanée primaire elle-méme. 


6) Mérastases SANS TUMEUR PRIMAIRE. — I] arrive que la 
tumeur cutanée, aprés avoir donné naissance a des métastases, 
régresse complétement : aussi l’expérimentateur, qui n’aurait 
pas suivi le processus de prés, se trouve-t-il un jour en présence 
dun animal qui, tout en étant porteur d'une ou de plusieurs 
tumeurs métastatiques, ne présente point trace de la tumeur 
initiale (fig. 2). Voici histoire d’un tel animal : 

Le 28 février, on fait & une souris une injection intracutanée. 
Le 6 mars, on est en présence d’une tumeur intracutanée ayant 
les dimensions d’un grain de café. Le 19 mars, la tumeur 
s'aplatit et, le 21 mars, elle se recouvre d’une crotte. Le 
28 mars, la tumeur ayant regressé, on ne voit que la crotite et 
en méme temps une métastase au niveau de la palte antérieure 
gauche. Les jours suivants, la métaslase croit rapidement, 
cependant que lacrotite, qui siégeait au niveau de l’inoculation 
cutanée avait déja disparu. Le 6 avril, la souris ne présente 
qu’une cicatrice cutanée souple, & peine appréciable, pouvant 
facilement passer inapercue, alors que, seule, persiste dans 
la région axillaire une grosse métastase (fig. 2) ayant, comme 
la montré l’examen microscopique, la méme structure que la 
tumeur initiale. 

Comme nous I’avons indiqué plus haut, c’est la présence des 
métastases, qui distingue, dans la majorité des cas, l’évolution 
des tumeurs intracutanées de celle des tumeurs sous-cutanées. 
En observant les unes et les autres, on ne peul guére s empécher 
d’une comparaison qui, tout en étant schématique, n’en traduit 
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pas moins leurs caractéres respectifs. Volontiers on ferait un 
rapprochement entre le sarcome sous-cutané et une tumeur 
a 


Ire. 2: 


— Métastase aprés la disparition de la tumeur 


initiale. 


blanche se développant d’une facgon insidieuse, sans inté 


resser, 
dans les débuts, au moins, les tissus 


avoisinants. Par contre, le 
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sarcome intracutané nous fait penser & une tumeur inflamma- 
toire, caractérisée par une participation active de la peau et de 
son systéme vasculaire. 


c) INJECTION DE DOSES FAIBLES : EVOLUTION ET DISPARITION DES 
TUMEURS INTRACUTANKES. — C'est erace au caractére « inflamma- 


Fic. 3. — Tumeur intracutanée en pleine évolution. 


toire », propre au sarcome intracutané, que Vinoculation d’une 
dose faible de virus dans la peau imprime a son évolution un 
cachet spécial. En effet, Ja petite bulle, quise forme dés qu'on 
introduit dans l’épaisseur de la peau une goulle (2/100 a 
3/100 de centimétre cube) d'une émulsion a 20 p. 100, s’efface 
vite et, ce n'est que cing a sept jours plus tard, que l'on aper- 
coit, a Ja place méme de la piqtire, une pelite excroissance ou 
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une sorte de verrue. Les jours suivants, celte derniére se pré- 
sente sous l’aspect d'un ngdule rose, pouvant atteindre le 
volume d'un pois ou d’un grain de café (fig. 3). Vers le quin- 
ziéme jour, la tumeur intraculanée, dont la nature sarcomateuse 
est attestée & la fois par le microscope et les inoculations, 
s'affaisse; la mince pellicule cutanée qui la recouvre s'ulcére. 


l'ic. 4. — Involution de la tumeur intraculanée et formation de la crotte. 


Une crotte se forme (fig. 4). Celle-ci s’étend en largeur, 
s’épaissit, cependant que la tumeur elle-méme s’aplatit chaque 
jour davantage. Finalement, la crotite se détache, en laissant 
derritre elle une cicatrice qui est souvent & peine visible 
(fig. 5). La survie de animal est dés lors assurée. 

L’évolution bénigne de cette tumeur intracutanée (fig. 7) 
aurait pu faire naitre des doutes sur sa nature. Or, pour peu 
que l’on procéde a son excision avant qu’elle régresse, il est 
facile de s’assurer que sa structure est celle de la tumeur 
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d'origine (fig. 6). Elle en parlage également la virulence; ainsi, 
il suffit d’inoculer la petite tumeur intracutanée sous la peau 
d'une souris neuve, pour voir apparaitre, au bout d’un délai 
normal, une tumeur sarcomateuse sous-culanée, aboutissant a 
la mort de l’animal. 


Fic. 5. — Chute de la croute, suivie de cicatrisation. 


On peut obtenir le méme résullat en excisant la tumeur 
intracutanée et en Vinsérant séance tenanle sous la peau de la 
méme souris. Dans la huitaine qui suit cetle opération, on 
constate que la tumeur, devenue sous-cutanée, se met a croitre 
et acquiert les caractéres propres 4 ce genre de tumeurs. 

Parfois, il suffit d’écraser fortement la tumeur intraculanée 
entre les doigls, pour rompre la barriére qui sépare le derme 
du tissu sous-cutanée.: le virus sarcomateux s’infiltre sous la 
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Fic. 6. 


— Coupe de la tumeur 


intracutanée en pleine évolution (gross. : 600). 
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peau et y donne naissance & une tumeur qui enlraine la mort 
de l’animal. 
Voici, pour fixer les idées les détails de quelques expériences. 


Expkraience 1. — 8 souris sont inoculées dans la peau. Une semaine plus 
tard, on procéde & l’excision des tumeurs intracutanées. Sur les 8 souris 
opérées, 5 survivent. Chez les trois autres, trois semaines apres l’opération, 
on constate, au niveau des pattes antérieures, des métastases avec issue 
fatale en peu de temps. Notons qu’aucune des 8 souris opérées ne présenta 
de récidive locale, ce qui indique gue l’ablation de la tumeur a été totale. 


ExpkriencE 2. — Une souris ayant recu dans la peau une petite dose 
(0 c. c. 4), d'une émulsion diluée au dixiéme, est opérée dix jours apres. La 
tumeur intracutanée, aprés avoir été excisée, est introduite chez la méme 
souris sous la peau. Une semaine plus tard, on constate une tumeur sous- 
cutanée, grosse comme une noix. La souris meurt peu de temps apres. La 
petite tumeur intracutanée, abandonnée a son propre sort, aurait, trés vrai- 
semblablement, régressé en laissant l’animal en vie. 


Nous avons pu nous rendre compte que tout traumatisme, 
méme léger, est capable de provoquer des métastases et cela 
parfois dans les quarante-huit heures qui suivent. 

Les souris, porleuses des tumeurs sous-culanées, chez les- 
quelles les métastases, comme nous Il’avons déja indiqué, sont 
extrémement rares, montrent presque toujours des métastases 
dans un délai trés court aprés avoir subi une opération, méme 
radicale. En voici un exemple : 


Le 23 mars, 4 souris sont injectées sous la peau. Le 5 avril, on procéde a 
une opération radicale. Dans les deux semaines qui suivent, les quatre 
souris présentent des métastases. Laissées a leur propre sort, ces souris 
n’auraient pas eu, trés probablement, de métastases. 


Nous avons eu nettement l' impression au cours de ces expé- 
riences que tout traumatisme ou opération chirurgicale — 
biopsie ou ablation radicale de la tumeur — contribue a essaimer 
le virus et & précipiler le dénouement fatal. 

Par contre, pour peu que l’on respecte l’intégrité de ]’appareil 
cutané et le pouvoir défensif qui lui est propre, on a des 
chances de voir évoluer la tumeur intracutanée vers la guérison, 
a la condition toutefois que Vinjection soit faite strictement 
dans la peau et que la dose inoculée ne soit pas massive. 

IL est utile cependant d’étre prévenu que, malgré les précau- 
tions que l’on prend pour introduire le virus uniquement dans la 
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peau, il arrive parfois, en raison de la finesse de la peau de la 
souris, qu’une parlie minime d’émulsion sarcomateuse passe 
sous la peau et donne naissance & une tumeur qui ne se résorbe 
pas. 


CONCLUSIONS. 


Les inoculations de sarcome sous la peau donnent naissance 
a des tumeurs qui évoluent progressivement jusqu’a la mort, 
sans étre suivies de métastases dans Ja grande majorité des 
cas. Les inoculations de sarcome dans le péritoine produisent 
une péritonite mortelle; au niveau de la pénétration de l'aiguille 
dans le péritoine, on constate souvent une tumeur cutanée a 
laquelle fait suite une tumeur de méme nature dans la paroi 
péritonéale. 

Le liquide prélevé dans le péritoine est trés virulent par 
toutes les voies et surtout en injection intrapéritonéale. In vitro, 
ce liquide conserve sa virulence plus longtemps que |’ émulsion 
de la tumeur. 

Les inoculations de sarcome dans la peau, en cas de doses 
massives, donnent naissance 4 des tumeurs suivies de métla- 
stases rapidement mortelles, chez la plupart des animaux; ces 
tumeurs intracutanées peuvent disparaitre, tandis que, seules, 
les métastases persistent. 

Les inoculations de doses faibles de sarcome dans la peau 
donnent naissance a des tumeurs gui, aprés avoir atteint le 
volume d'un grain de café, se résorbent dans la suite et laissent 


les souris en vie. 
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ACTION DE CERTAINS SELS 
SUR LA REACTION DE BORDET-WASSERMANN 


par R. DUJARRIC nz ra RIVIERE, N. KOSSOVITCH 
et HOANG TICH TRY. 


Au cours de nos recherches sur l’adsorption de diverses sub- 
stances par les globules rouges [6, 7, 8] nous avons eu l’occa- 
sion de constater l’action que certains sels exercent sur eux. 
Ces constatations nous ont conduits a étudier comparativement 
Veffet de ces sels sur les sérums que l’on met en réaction avec 
les globules. Les modifications que peut apporter aux résultats 
de la réaction de Bordet-Wassermann le traitement préalable 
des globules ou des sérums par les sels de mercure, d’arsenic 
ou de bismuth nous ont paru assez intéressantes pour justifier 
queiques expériences dont nous donnons ici les résultats. 

Grenit Douin [413] avait constaté depuis longtemps que, 
lorsqu’on met les sulfates de terres rares en contact, dans cer- 
taines conditions de dose, de température et de temps avec un 
sérum syphilitique, la réaction de Bordet-Wassermann, de 
positive devient négative. 

G. d’Allessandro et L. Gaglio [1], ayant mis une solution 
d’acide chlorhydrique au 1/50 N en contact avec un sérum 
syphilitique & l’é6ltuve a 37° pendant une heure, constatérent 
que la réaction de Bordet-Wassermann devenait négative bien 
quils eussent pris soin de neutraliser la quantité d’acide en 
excés par une solution de soude au 1/10 N. 

A. Siegler et E. Soru [24] ont montré que le sérum humain 
normal, soumis 4 l’action, plus ou moins prolongée, d'une petite 
quantité de certains métaux : fer, nickel, cobalt, manganése, 
donne une réaction de Bauer-Hecht positive. 

Casoni [3] s'est demandé si certains médicaments courants : 
fer, arsenic, strychnine, gaiacol, glycérophosphate de chaux, 
quinine, administrés & des syphilitiques, n’ont pas une action 
sur l’épreuve de Bordet-Wassermann. [1 constata chez deux 
malades, soumis aux injections d’arséniate de soude ou de 
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quinine, une négativation de la réaction. Mais cette réaction 
négative ne persista pas longtemps et l’auteur montra qu'elle 
n’était pas liée a la présence Uans le sérum de quantités déce- 
lables d’arsenic ou de quinine. 

Dolri et Bruck [4] mélangérent des sérums normaux ou syphi- 
litiques & des solutions mercurielles, iodurées ou arsenicales 
et pratiquérent ensuite la réaction de fixation. Is observerent 
que ces agents médicamenteux n’ont in vitro aucune action 
pour transformer la réaction de Bordet-Wassermann dans un 
sens ou dans un autre. 

Joltrain [15], en ajoutant zm vitro du mercure colloidal iso- 
tonique aux sérums dont il cherchait la teneur en anticorps, 
ne trouva jamais de modifications dans les résultats de la 
réaction de Bordet-Wassermann. Il n’eut pas plus de succés 
avec l’arsenic colloidal. 

Epstein et Pribram [9] empéchérent la réaction de fixation 
de se produire enajoutant 0 gr. 05 de bichlorure de mercure a 
un sérum fixant. 

Kiralyfi [46] puis Satta et Donati [20] arrivérent aux mémes 
conclusions. 

Bruck, refaisant de nouveaux contréles, confirma que l’addi- 
tion de certaines dilutions de 1/1.000 & 1/20.000 de sels de 
mercure rend négative la réaction d’un sérum fixant. Mais, 
d’aprés lui, il s’agirait d’un pouvoir hémolysant de la solution 
médicamenteuse. Il conclut de ses recherches que la réaction 
de Bordet-Wassermann s’est bien produite mais qu'elle n’est 
pas mise en évidence, l’indication hémolytique étant faussée. 

Les travaux poursuivis sur cette question ont donc donné 
des résultats contradictoires. D’une facon générale, la plupart 
des auteurs inclinent & penser quil y a des modifications dans 
la réaction de fixation lorsqu’on ajoute au sérum syphilitique 
des dilutions de sels mercuriels ou arsénicaux. Ce qui les 
génait dans leurs expériences c’est existence de deux facteurs 
qui peuvent fausser l’indication hémolytique de la réaction 
de Bordet-Wassermann : le pouvoir hémolytique de la plupart 
des sels de mercure et le pouvoir fixateur des sels d’arsenic 
employés en solution trés alcaline. 

Les travaux que deux d’entre nous ont poursuivis sur cette 
question [6] ont permis de surmonter les difficultés dont nous 
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venons de parler. Ces recherches ont montré que les globules 
rouges d’homme et d’animaux, mis en contact in vitro avec des 
solutions de certains sels de mercure, d’arsenic ou de bismuth, 
subissent, suivant le taux de la dilution, des modifications que 
nous allons exposer. 


ETuDE DU POUVOIR HEMOLYTIQUE 
DES SELS DE MERCURE, D ARSENIC ET DE BISMUTH. 


Le réle joué par les globules rouges vis-a-vis de certains 
sels, ou produils chimiquement définis, a fait dans ces derniéres 
années l’objet de quelques études intéressantes. 

En 1928, Barron et Harrop [2] montrérent que le bleu de 
‘méthyléne, quils employaient en solution de 0,005 a 
0,0005 p. 100, produit, dans les globules rouges non nucléés, 
une augmentation considérable de la consommation d’oxygeéne, 
en méme temps qu’une disparition de glucose. Wendel (24), 
Warburg, Kudowitz et Christian [23] établirent qu’il se pro- 
duit dans ces conditions de l’acide pyruvique. 

Marriott [48], Engfeldt [8] Snapper et Grunbaum [22] avaient 
établi que le sang est capable de transformer l’acide diacétique 
en acétone, que celte transformation peut porter sur des 
quantités abondantes chez le diabétique, et qu'elle serait 
due a l’action des protéines des globules et du plasma 
(Engfeldt). Dans un trés remarquable article, P.-E. Grégoire 
[42] a montré que la disparition de l’acide diacétique, en pré- 
sence de plasma et surtout de globules rouges, est un phéno- 
méne net et constant. En additionnant le pouvoir de destruc- 
tion des globules rouges et celui du plasma, on constate que 
50 cent. cubes de sang sont capables de décomposer i0 & 
42 milligrammes d’acide diacétique en une heure, ce qui 
correspond, pour les 5 litres de sang d'un homme adulte de 
70 kilogrammes, & 1 gr. 25 par heure, soit 30 grammes 
par jour. L’acétone formée correspond a la quantité d’acide 
diacétique disparu. 

L’action des sels de mercure, d’arsenic et de bismuth a été 
étudiée par nous dans les conditions suivantes : 

Le sang est défibriné et les globules sont lavés soigneuse- 
ment (a 4 ou 5 reprises). Des dilutions progressivement crois- 
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santes de sels (de 1/10 & 1/20.000) sont mises au contact de ces 
globules. Le mélange est fait & parties égales : 


Solution saline A n p. 100, en centimetre cube. ....... 0,5 
Globules 45 p. 100, en centimétre cube... ........ 0,5 


Les résultats sont lus : immédiatement, puis aprés un séjour 
d'une heure a l’étuve a 37° et enfin aprés vingt-qualre heures, 
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xélification avec hémolyse; P, floculation a gros grains rapidement suivie de précipitation. 


’ la température du laboratoire. Dans un certain nombre de 
cas, aucune réaction visible ne se produit; mais dans d’autres 
— les plus nombreux — on observe : soit une hémolyse totale 
ou partielle, soit une floculation a grains trés fins, soit une 
floculation & gros grains suivie d’une précipitation massive, 
soit un phénoméne de gélification; celui-ci est parfois si 
intense qu'il s’est constitué un véritable bloc gélatineux et que 
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l’on peut retourner le tube sans qu’il s’écoule la moindre trace 
de liquide. . 

Le tableau I indique les résultats que l'on obtient lorsqu’on 
met des globules de différentes espéces animales au contact de 
sels de mercure, d’arsenic et de bismuth (A et B sont ici deux 
préparations différentes de bismuth). Pour ne pas alourdir ce 
tableau déja trés étendu, nous avons supprimé quelques taux 
intermédiaires de dilution, utiles pour la marche de l’expé- 
rience, mais qui n’étaient pas indispensables pour la lecture 
des résultats. On voit qu’aux doses de sels utilisées il ne se 
produit aucun phénoméne immédiat lorsqu’on emploie des glo- 
bules rouges d’homme. Les globules de chimpanzé, de cheval, 
de mouton, de lapin, de cobaye sont déja plus ou moins hémo- 
lysés ; ceux des singes, en présence de certains sels de bismuth, 
donnent lieu & une floculation suivie de précipitation. Aprés 
une heure d’étuve & 37°, le cyanure de mercure a hémolysé 
plus ou moins complétement les globules de presque tous les 
animaux en expérience et le bi-iodure de mercure, au con- 
tact des globules d’homme, a entrainé la gélification du milieu. 
Au bout de vingt-quatre heures de séjour 4 la température du 
laboratoire, on peut noter des phénoménes intéressants et trés 
nets : le cyanure de mercure a un pouvoir hémolytique marqué, 
s'exercant sur les globules de toutes les espéces et jusqu’a des 
taux de dilution trés élevés; le bi-iodure donne une gélification 
compléte avec le sang de l'homme et de certains singes (4); . 
Varsénobenzol ne produit d’hémolyse dans aucun cas; les sels 
de bismuth n’hémolysent pas les globules d’homme, mais 
hémolysent ceux de plusieurs des animaux en expérience. 

Pour compléter ces premiéres recherches, nous avons étudié 
ce que devient la résistance globulaire lorsque les globules ont 
été préalablement mis au contact des solutions médicamen- 
teuses dont nous venons de parler. La méthode employée, pour 
cette recherche, a été celle, bien connue, de Widal et Abrami 
(mais avec une solution a 8 au lieu de 9 p. 100, ce qui donne 
des chiffres un peu moins élevés). 

Nous avons d’abord déterminé la résistance des globules des 


(1) Depuis nos premiéres recherches, M. Kopaszewsky a observé ce phé- 


noméne de gélification en ajoutant de l’acide lactique aux sérums de cancé- 
reux, 
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différentes espéces en expérience avant toute addition de médi- 
cament et nous avons obtenu les valeurs suivantes (moyenne 
de plusieurs sangs pour chaque cas) : 


BRO TROVE 3 gee dee SLM ocoh ooo ee ies Seer SDE A000 
CTU PAN Ze ween fae, Sn ne) Ge ha, Hees 2 — 
Cheyaleegaw. .) vt See ee ae EE ee eee Sa -- 
Moat ons eae nth cit ister c rh Sei loay ict Acs tong oh t+. a3 — 


Il est important de noter ici que nous avons obtenu le méme 
chiffre pour les globules rouges d’homme syphilitique que pour 
ceux de l'homme normal. 

Nous avons ensuite mesuré la résistance des globules aprés 
contact avec les solutions médicamenteuses. Le tableau II 
indique les résultats obtenus. 

On voit que, mis en présence des sels de mercure, d’arsenic 
ou de bismuth, les globules de sang syphilitique prennent une 
résistance notablement supérieure a celle des globules de sang 
normal traité dans les mémes conditions. 


TasBLeAu II. 


GLOBULES 


‘ a Homme 
MEDICAMENT DILUTION 1.000 


e- Chimpanzé} Cheval | Mouton 


p- 1.000 |p. 1.000] p. 1.000 


Cya.Hg.....- . .{41/20.000 
Bi-iod. Hg. . 1/20.000 
IB CNiZen Hl Cae ernememe net (ale 000 
Bismutines. 245-2 = 1/0000 
Arsénobenzol . .. . ./41/ 3.000 


LY, sang de syphilitique; N, sang normal. 


On constate aussi que le contact avec les sels de mercure et 
de bismuth a augmenté la résistance des globules de certains 
animaux : chimpanzé, cheval, mouton. 

En présence de ces modifications de la résistance globulaire, 
il devenait intéressant de savoir ce que donneraient pour la 
réaction de Bordet-Wassermann des globules préalablement 
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soumis & l’action des solutions médicamenteuses dont nous 
avons déja parlé. L’expérience a été conduite de la fagon sui- 
vante: on cherche d’abord Ja limite du pouvoir hémolytique 
du sel (si les expériences précédentes ont montré que le sel 
est hémolytique) et on choisit une dose notablement plus 
élevée que la dose minima hémolytique. 

De toutes facons et quel que soit le médicament employé, on 
vérifie d’abord soigneusement qu'il n’est pas hémolytique aux 
doses employées. La dilution choisie est ensuite mise a l’étuve 
4 37° au contact des globules a I’étude dans les proportions 
suivantes : 


Dilution non hémolytique du sel, en centimétre cube... . 0,5 
Emulsion globulaire, en centimétre cube .......... 0,5 


Dans une série d’expériences, les globules seront lavés aprés 
ce contact; dans l'autre, ils seront employés directement. Dans 
tous les cas, au moment de |’emploi, on ajoute 9 cent. cubes 
d’eau physiologique de fagon & obtenir une émulsion a 5 p. (00 
de globules qui est ordinairement utilisée par la réaction de 
Bordet-Wassermann. 


TaBLeau III. 


SERUMS SERUMS 
positifs négatifs 


ulobules ayant adsorbé différents sels et non soumis au lavage 
avant la réaction de Wasserman. 


Cya. Hg 1/20.000 


Beri tomeic. Cleo det ai & O H 
Biztode He Ay 20.00 0ce erga ce et mere mre O H 
exer Vagal a legato Soe hee GS Ge Gg oo = a5 H 
Benzs Hess S00. os eres ac) eee ee + H 


Globules ayant adsorbé différents sels ef soumis au lavage avant la réaction. 


Cue Hig 1/90: ONO ac nttenas 2 Recent eL aes O H 
Biriod., He 4/20/0007; 4 2 alee O H 
Benz. He .i0)/4.000 Sete. cape ee eee aie H 
Benz: Hedy 500s cr caxvercten cuit Cece cua mee +E; totale 

aprés 24h. H 


‘O, Pas dhémolyse; +, Hémolyse; +, hémolyse partielle. 


Les sérums sont préalablement étalonnés en pratiquant — 
avec des globules normaux — la réaction de Bordet-Wasser- 
mann et celle de Levaditi. On choisit ceux qui sont nettement 
positifs ou négatifs. Avec ces sérums et les globules, préparés 
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comme nous venons de l’indiquer, on fait une nouvelle réac- 
tion de Bordet-Wassermann. Ie tableau III donne la moyenne 
des résultats obtenus avec un cerlain nombre de sérums posilifs 
et négatifs. On constate que les sérums positifs deviennent 
négatifs lorsque les globules ont été préalablement soumis a 
Yaction de certains médicaments (en particulier du benzoate 
de mercure). I] est & noter que le résultat est plus net, l’hémo- 
lyse plus compléte quand les globules n’ont pas été lavés apres 
le contact avec la solution de médicament. 


Réaction pe Borpret-WAssERMANN 
AVEC LES SERUMS PREALABLEMENT TRAITES. 


L’augmentation de la résistance des globules de certains 
animaux aprés leur contact avec les sels de mercure, de bis- 
muth et d’arsenic, les modifications de la réaction de Bordet- 
Wassermann pratiquée sur des sérums normaux et syphili- 
tiques avec ces globules préalablement traités, nous ont engagés 
a rechercher si des modifications du méme ordre, ne se pro- 
duiraient pas quand on emploie des globules normaux et des 
sérums préalablement soumis a l’action des sels. Nous avons 
été ainsi amenés 4 pratiquer une nouvelle série de recherches. 

Les expériences que nous avons exposées dans le chapitre 
précédent nous ont permis de déterminer la limite du pouvoir 
hémolytique de chaque sel. Cette détermination préalable était 
indispensable, car le taux des dilutions de sels médicamenteux 
que l’on met en contact avec les sérums devra étre supérieur 
a la limite d’hémolyse, faute de quoi l'indication hémolytique 
de la réaction de Bordet-Wassermann serait faussée. 

Dans nos premiéres recherches, nous avions employé des 
dilutions de : 


Pour le cyanure et le bi-iodure de mercure. ..... . 1/20.000 
Pour le benzoate de mercure. ....-:.--+-.-+-:+.--: 1/40.000 
POULMLORDIGIUUIMen ree ce eer eS Gy he Pe Serpe iccr tency sth = 1/10.000 
Pourlarscnobenzol’.. Gein 2 ss ee ee es 1/ 3.000 


Ces dilutions sont déja élevées et dépassent de beaucoup la 
limite de l’hémolyse. Si nous calculons maintenant quel devrait 
étre le taux de dilution du cyanure de mercure, par exemple, 
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dans le sang d'un sujet possédant 5 litres de sang et ayant 
subi une série de dix injectians de cyanure de mercure conte- 
nant chacune 0 centigr. 01 de sel, nous verrons que ce taux : 


Ogr.i0 4 
5 litres 50.000 


est bien supérieur au taux précédent. I] en est de méme pour 
les autres sels. 

Dans une deuxiéme série d’expériences, nous nous sommes 
basés pour faire nos dilutions sur la quantité de sels admi- 
nistrés aprés une série d’injections ; il sera ainsi possible de 
comparer les modifications de la réaction de Wassermann pra- 
tiquée d’une part avec un sérum expérimentalement traité par 
les différents sels dont nous venons de parler et, d’autre part, 
avec le sérum d’un malade traité par l’un quelconque de ces 
sels. 

Ainsi, pour le cyanure de mercure, nous faisons une dilu- 
tion totale de 1/50.000 correspondant & la teneur en sel de 
mercure qu’aurait le sang d’un malade ayant subi une série 
de dix injections de cyanure de mercure & raison de 0 gr. 01 de 
sel par injection. Nous avons procédé de méme pour les autres 
sels et voici les taux que nous avons employés : 


Cyanure, bi-iodure et benzoate de mercure ..... . 4/50.000 
Arsénobenzblaq ifcsaicc bs oS eee et eee oe 4/ 3.000 
Bismuth Ges, cos oy goede ee ee ee 1/410.000 
Bismulh G2 tints ec. et one eae ee a 1/25 .000 


Un échantillon de chacun des sérums (positifs et négatifs) 
est mis en contact avec divers sels. Nous prenons une quantité 
égale de sérum et de dilution médicamenteuse de maniére & 
avoir un taux de dilution totale égal au double du taux de la 
solution médicamenteuse; nous prenons, par exemple : 


Cyanure de mercure dilué au 4/25.000, en centimétre cube . 0,2 
Sérum chauffé, en centimétre cube... .. 2.5.65... 6 0,2 


pour avoir la dilution totale de 1/50.000 que nous voulons 
expérimenter. Nous brassons bien le mélange, puis nous le 
mettons a I’étuve & 37° pendant une heure. 
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Nous pratiquons ensuite avec les sérums, ainsi préparés, une 
réaction de Bordet-Wassermann type. Voici le dispositif adopté : 


NUMERORDES TUBES) «5 6's) ke 2) fe 1 2 3 4 5 6 7 

Antigene diluérau 120) 2. ee ee ORES O12 » OF On » » 

Alexine diluée (suivant titrage).. . 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,4 » 

METUMMTAMC) 6 wy.a ce Ge co eR 0,4 0,4 0,4 » » » » 

Eau physiologique a 8,5 p. 1.000... 1,6 4,5 4,7 2,9 4,9 2,4 2,2 
Etuve a 37°, pendant une heure. 

Globules rouges sensibilisés. . ... = —Ueo Ono) (055) 05) (065 055 


Etuve a 37° pendant une demi-heure. 


Dans une premiére série d’expériences poursuivies par deux 
d’entre nous, nous avions examiné des sérums positifs et 
négatifs : 150 au total dont : 50 négatifs et 100 reconnus posilifs 
a la réaction de Bordet-Wassermann. Les résultats avaient 
été les suivants : 

1° 50 sérums négatifs sont restés négatifs quel que fait le 
médicament employé; 

2° Sur 100 sérums positifs, 50 ont été soumis a |’action des 
sels de mercure. 

Aprés contact avec le cyanure de mercure : 37 sérums sont 
restés positifs; 9 ont donné une hémolyse partielle; 4 (sérums 
9 et 18) ont donné une hémolyse totale. 

Bi-iodure de mercure : 39 sérums sont restés positifs; 
6 sérums ont donné une hémolyse partielle; 5 sérums (n° 9 
et 18) ont donné une hémolyse totale. 

Benzoate de mercure : 21 sérums sont reslés positifs ; 
25 sérums ont donné une hémolyse totale (parmi lesquels n®%* 9 
et 18); 4 sérums ont donné une hémolyse partielle. 

Bismuth A et B: 30 sérums sont restés positifs. 

Néosalvarsan: 20 sérums: 2 sérums sont restés positifs ; 6 ont 
donné une hémolyse totale ; 3 ont donné une hémolyse partielle. 

Dans une deuxiéme série d’expériences, nous n’avons exa- 
miné que des sérums positifs, un grand nombre d’examens 
pratiqués sur des sérums négatifs nous ayant montré que ceux- 
ci ne subissent jamais — du point de vue des résultats de la 
réaction de Bordet-Wassermann — de modifications du fait 
d’un contact préalable avec les sels dont nous venons de parler. 

Dans celte nouvelle série de recherches, nous avons examiné 
256 sérums et pratiqué 568 examens. Voici les résultats obtenus : 
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4° Mercure. — Aprés contact avec le cyanure, 24 sérums 
deviennent négatifs : 10 présentent une hémolyse totale ; 
14 présentent une hémolyse partielle. 96 sérums restent 
positifs. 


Aprés contact avec le bi-iodure : 32 sérums deviennent 
négatifs : 14 présentent une hémolyse totale; 18 présentent 
une hémolyse partielle. 88 sérums restent positifs. 


Aprés contact avec le benzoate, 40 sérums deviennent néga- 
tifs : 30 présentent une hémolyse totale; 10 présentent une 
hémolyse partielle. 80 sérums restent positifs. 

Ainsi, sur 120 sérums positifs examinés, nous obtenons : 


24 cas de négativation pour le cyanure, soit... .. 20  p. 100 
32 cas de négativation pour le bi-iodure, soit. . . . 26,6 — 
40 cas de négativation pour le benzoate, soit. . . . 33,5 — 


Sur 360 examens pratiqués au total, nous obtenons 96 cas 
de négativation, soit 26,6 p. 100 comprenant : 


54 cas d’hémolyse totale, soit. ...:-....-.: 45) Spentoo 
42 cas d’hémolyse partielle, soit. .......... 41,6 — 


Au cours de ces expériences, nous avons observé que la 
plupart des sérums se comportent vis-’-vis de chaque sel 
de mercure d’une facon trés variable. D’une fagon géné- 
rale, lorsqu’un sérum a donné soit une hémolyse totale, soit 
une hémolyse partielle avec le bi-iodure ou le cyanure de mer- 
cure, il devient franchement négatif avec le benzoate de 
mercure. La réciproque n’est pas vraie ou l’est rarement. Le 
benzoate parait plus actif (én vitro, bien entendu), en ce qui - 
concerne la négativation d’un sérum positif, que les deux 
autres sels de mercure. 

2° Arsenic. — Le novarsenobenzol ou 914 est le sel d’arsenic 
le plus employé actuellement en thérapeutique. Pour faire nos 
dilutions, nous employons |’eau physiologique & 8,5 p. 1.000 
au lieu de l’eau bi-distillée employée en clinique pour dissoudre 
et diluer le novarsenobenzol. Nous craignons, en effet, que 
la présence de cette eau bi-distillée, bien qu'elle soit en quan- 
tilé minime, puisse fausser nos résultats en produisant la 
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lyse totale ou partielle des globules rouges de mouton employés 
dans la réaction de Bordet-Wassermann. Les dilutions sont 
faites au moment de l'expérience par crainte des altérations 
que pourrait subir facilement le novarsenobenzol. 

Le taux de nos dilutions est calculé d’aprés la quantité totale 
de sel d’arsenic injecté & un syphilitique aprés une série de 
novarsénobenzol et rapporté & 5 litres de sang. Nous avons 
dilué ce sel d’arsenic & 1/3.000, ce qui correspond a une quan- 
lité totale de 1 gr. 15 de sel injecté & des doses progressives 
allant de 0 gr. 15 jusqu’a 0 gr. 60. Nous aurions voulu faire 
des dilutions correspondant aux quantilés totales de novarséno- 
benzol de 3 gr. 15 et 2 gr. 25 souvent employées dans la thé- 
rapeutique courante; malheureusement, ces dilutions sont 
trop faibles, alcalines, et pourraient fausser notre indication 
hémolytique (comme nous le dirons plus loin). 

Voici les résultats obtenus avec 64 sérums posilifs : 

Apres contact avec le novarsenobenzol & la dilution totale de 
1/3.000 : 


DECANE TEAS Sis o doe Go & Woh 5 6 oo 48 sérums. 
Deviennent partiellement négatifs.......... 8 — 
ASSIST HY OXOVST A WEERS g MayR eaabmal i Maw oom iA oo oe 38 _ 


soit 40,6 p. 100 des cas. 

Du point de vue de la réaction de Bordet-Wassermann, le 
novarsenobenzol transforme donc beaucoup plus de sérums 
positifs en négatifs que les sels de mercure. Ces résultats 
paraissent concorder avec les observations cliniques. 

Nous croyons utile de mentionner ici une série d’expériences 
pratiquées & coté des précédentes et qui nous ont conduit a des 
résultats non moins intéressants. Nous faisons des dilutions de 
novarsenobenzol de taux allant de 1/500 & 1/1.000; nous les 
mettons en contact, a !|’étuve 4 37° pendant une heure, avec 
des sérums franchement positifs ou négatifs, déterminés par 
une réaction de Bordet-Wassermann. Voici les résultats donnés 
par 80 examens pratiqués sur 40 sérums : 20 positils et 
20 négatifs. (Pour bien apprécier le degré d’hémolyse des dit- 
férents tubes de réaction, nous empruntons les notations de 
échelle colorimétrique de Vernes, allant de HH, a H)). 

Apres contact avec. la dilution de novarsenobenzol au 
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1/41.000 (dilution totale aprés le mélange avec le sérum, 
4 /2.000) : ‘ 

a) Les sérums positifs restent positifs; mais les tubes 
témoins ne donnent qu’une hémolyse partielle correspondant 
a H, de l’échelle de Vernes. 

6) Les sérums négatifs présentent et dams les tubes de 
réaction et dans les tubes témoins une hémolyse partielle 
variant de H, a H.. 

2° Aprés contact avec la dilution de novarsenobenzol au 
1/500 (dilution totale: 4/4.000) : 

a) Les sérums positifs restent positifs, mais les tubes témoins 
présentent une hémolyse partielle correspondant 4 H,, ou ne 
subissent pas le phénoméne de l’hémolyse; toutse passe comme 
si les sérums examinés étaient devenus fixateurs, ou comme si 
la solution de novarsenobenzol ajoutée était susceptible d’agir 
sur la déviation de complément ; 

6) Les sérums négatifs deviennent franchement posilifs, 
tandis que les tubes témoins présentent une hémolyse partielle 
variant avec les sérums de H, a H,. 

I] existe donc pour les sels d’arsenic, comme pour les sels de 
mercure, une dilution limile au-dessous de laquelle les sels 
arsenicaux rendent positives les réactions négatives. 

3° Bismuth. — Apres contact avee du bismuth (bismuth C a 
la dilution totale de 1/10.000°) : 4 sérums deviennent négatifs ; 
10 sérums deviennent partiellement négatifs; 58 sérums 
restent positifs. 

Aprés contact avec le méme sel & la dilution totale de 
1/25.000°, aucun sérum ne devient négatif; 10 sérums ne 
donnent plus qu'une hémolyse partielle ; 62 sérums restent 
positifs. 

Ainsi, sur 144 examens pratiqués avec 72 sérums, nous 
obtenons 24 cas de négativation, soit 16,6 p. 100, compre- 
nant : 


7 cas pour la dilution au 1/10.000, soit. ...... 19,4 p. 100 
5 cas pour la dilution au 41/25.000, soit... 2... . 43,8 p. 100 


Le nombre de sérums devenant négatifs est, certes, inférieur 
a celui obtenu avecles sels de mercure et d’arsenic. Mais nous 
avons obtenu celte fois des cas de négativation, alors que dans © 
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les expériences antérieures nous n’en avions observé aucun. 
Cette différence tient sans doute au choix du sel de bismuth. 
N’avons-nous pas observé des différences considérables de 
sensibililé entre différents sérums vis-a-vis du cyanure, du 
bi-iodure ou du benzoate? Il en serait de méme pour les sels 
de bismuth. Il y a peut-étre aussi une question de « série », et 
il sera nécessaire de multiplier les expériences. 

En résumé, sur 568 examens que nous avons pratiqués sur 
256 sérums franchement positifs, préalablement soumis & 
action des différents sels de mercure, d’arsenic et de bismuth, 
nous avons observé 146 cas de négativation & la réaction de 
Bordet-Wassermann, soit 25,7 p. 100 des cas comprenant : 


96 cas pour les sels de mercure et 1 pourcentage. . 26,6 p. 100 
24 cas pour le bismuth et 4 pourcentage..... .- 16,6 — 
26cas) pour le wovarsenobenzol. s fe2.. 4-2). © 48,6 — 


Il est évidemment fort difficile d'interpréter les expériences 
que nous venons d’exposer. Mais, en dehors de l’intérét théo- 
rique quelles présentent, elles semblent susceptibles d’appli- 
cations intéressantes. Une réaction de fixation du complément, 
faite sur des sérums préalablement mis en présence de médi- 
caments antisyphilitiques, permettra, sinon de choisir le sel & 
employer en thérapeutique, tout au moins d’avoir une présomp- 
tion sur la sensibilité sanguine de l’individu a tel ou tel médi- 
cament. On pourrait avoir ainsi un « hémo-test » susceptible 
d’aider le clinicien dans le choix d’un traitement antisyphi- 
litique. On pourrait peut-étre aussi, en se basant sur les 
recherches précédentes, donner dans certains cas de Bordet- 
Wassermann paradoxaux une interprétation que la clinique est 
actuellement impuissante a fournir. 
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ETUDES SUR LES ANTIGENES FIXATEURS 
DU BACILLE TUBERCULEUX 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


ESSAIS DE PURIFICATION ET DE FRACTIONNEMENT 
DES FRACTIONS LIPOIDIQUES ACTIVES COMME HAPTENES, 
EXTRAITES DE BACILLES TUES PAR LA CHALEUR 


par Micust A. MACHEBUEUF et Anrorns BONNEFOI 


(Institut Pasteur. Laboratoires de la Tuberculose. ) 


Dans un mémoire antérieur [4] nous avons indiqué une 
méthode d’extraction et de fractionnement des lipides du 
bacille tuberculeux chauffé. Les lipides sont ainsi divisés en 
une série de fractions bien différenciées. 

Dans un deuxiéme mémoire [2], il fut montré que parmi 
toutes ces fractions une seule présente la propriété de fixer 
l‘alexine en présence de sérums d’animaux tuberculeux; cetle 
fraction se rapproche des phosphatides par ses caractéres de 
solubilité; elle s’en éloigne cependant par certains caractéres 
de sa constitution chimique. Nous avons déja conclu que cette 
fraction n’était pas une substance pure, bien que son aclivité 
hapténe soit déja extrémement élevée. 

Nous avons poursuivi nos tentatives d’isolement de la sub- 
stance qui agit comme hapténe, et, si nous ne sommes pas 
encore parvenus a l’obtention (une substance pure, les essais 
que nous décrivons ici nous ont cependant fait franchir une 
nouvelle étape dans vette voie. 

Pour ces essais nous avons mis en ceuvre 3 kilogrammes de 
bacilles tuberculeux tués parla chaleur (1). Ces corps bacil- 
laires furent lavés rapidement deux fois seulement sur un 
filtre de Biichner au moyen d’eau distillée; ils furent ensuite 


(1) Ges bacilles provenaient du seryice de la luberculine de l'Institut 
Pasteur. (Voir Mémoire antérieur [1)). 
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déshydratés et débarrassés des lipides extractibles par l’acé- 
tone (fraction A des mémoires antérieurs) par de nombreux 
épuisements par ce solvant. Les corps bacillaires furent ensuite 
épuisés par de l’alcool éthylique concentré (96°) et bouillant. 
Par refroidissement des solutions alcooliques, précipitait une 
fraction inactive qui était reprise une fois encore par de l’alcool, 
puis éliminée (fraction C). 

Les solutions alcooliques froides rassemblées furent évapo- 
rées par distillation dans le vide, le résidu desséché fut repris 
par du chloroforme afin d’en éliminer les parties insolubles 
dans ce solvant. La solution chloroformique (fraction B) fut 
enfin additionnée d'acétone refroidi qui fit apparaitre un abon- 
dant précipilé qui constitue la fraction B, dans laquelle, nous 
Yavions déja vu, est rassemblée la presque totalité de l’activité 
hapténe des lipides du bacille tuberculeux. 

Pour éliminer mieux les substances acétono-solubles inac- 
tives nous avons renouvelé deux fois encore la précipitation 
par l’acétone froid. 

Le précipité ainsi obtenu (/fractzon B,) est la fraction active 
telle que nous |’avions définie précédemment {1 et 2); c'est 
cette fraction qui fut notre matiére premiére; sa teneur en 
pnosphore était 3,80 p. 100, sa teneur en azote 2,36 p. 100; son 
activilé hapténe était trés grande, nous la représenterons par le 
chiflre 800, qui est la dilution limite 4 laquelle on peut porter 
une solution mére contenant 1 milligramme par centimétre 
cube pour que 0c. c. 25 de la dilution fixe totalement l’alexine 
dans les conditions arbitraires que nous nous sommes fixées (1). 

Aprés divers essais préliminaires, il nous restait 6 er. 44 de 
fraction active B,; nous en avons gardé 0 gr. 64 pour les com- 
paraisons ultérieures et nous avons divisé le reste en deux 
échantillons identiques de 2 gr. 9 que nous avons dissous 


(1) Ces conditions étaient : 4° :0 c. c. 25 d'une suspension de globules rouges 
de mouton correspondant 4 du sang de mouton dilué au 1/10; 2°: 21/2 doses 
minima actives d’alexine de cobaye; 3°: volume total lors de lhémolyse 
1c. c 25; 4°: durée du séjour a l’étuve a 37° pour fixer l’alexine: une heure; 
°: séjour a Vétuve pour l’hémolyse : trente minutes. Nous donnons tou- 
jours comme valeur de lactivilé la moyenne des résultats d’au moins 
trois déterminations indépendantes effectuées avec des alexines et des glo- 
bules différents. Nous avons chaque fois standardisé autant qu'il est pos- 
sible, en titrant l'activilé d'une préparation connue et bien étudiée. Dans ces 
conditions, la valeur hapléne des substances contenues dansl’ « antigéne 
méthylique de Boquet et Négre » est a peu prés égale a 100 ou 120. 
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séparément dans 20 centimétres cubes de chloroforme. Chacun 
de ces échantillons fut traité d’une facon différente : l’un fut 
soumis 4 une série de précipitations par l’acétone, l’autre fut 
soumis & une série de précipitations par |’alcool méthylique 
refroidi. 

PriciPITATIONS REPLTHES PAR L’ACETONE. 


Aux 20 centimétres cubes de solution chloroformique qui 
contenaient 2 gr. 88 de substances, on ajoute progressivement 
et en agitant 32 centimétres cubes d’acélone rectifiée (une 
addition ultérieure d’acétone n’aménerait pas une augmen- 
tation de la précipitation). Le tout est porté dans une glaciére 
a + 4° dans laquelle on laisse sous atmosphére inerte d’azote 
pendant une nuit. 

Le précipité est recueilli aprés centrifugation, puis remis en 
solution dans 20 cent. cubes de chloroforme ; la précipitation 
est renouvelée ainsi chaque jour dans les mémes conditions. 
La solution mére chloroformo-acétonique obtenue lors de 
chaque précipitation est évaporée a sec dans le vide, le résidu 
est desséché, puis pesé et analysé et son activité hapténe est 
étudiée. 

Ces résultats sont rassemblés dans le tableau n° 1; ils mon- 
trent que la précipitation des substances actives par l’acétone 
est & trés peu prés quantitative. Lors de la quatriéme précipi- 
tation, par exemple, le précipité représente 98,7 p. 100 de 
l'ensemble, et ce qui reste dans les eaux-méres (1,3 p. 100) 
est peu actif comme hapténe. 

La répétition des précipitations par l’acétone dans les condi- 
tions fixées ici (+ 4°, 20 parties de chloroforme, 32 parties 
d’acétone) ne change rien a l’activité haptene de la fraction 
active, elle ne modifie pas non plus sa constitution chimique. 
Dans ces conditions donc, la précipitation par l’acétone est 
incapable de fractionner la fraction active B,, car elle en préci- 
pite quanlitativement les divers constituants (1). En se basant 
sur ce résultat, on aurait pu penser que l’activité haptene des 
lipides du bacille tuberculeux était dévolue 4 l'ensemble des 
lipides phosphorés trés peu solubles dans l’acétone et dans le 


(1) Sil'on utilise un grand excés d’acétone, la précipitation nest plus aussi 
quantitative. 
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Tasteau I. — Précipitations répétées de B, par lacétone 
a partir de sa solution chloroformique. 


eee Ss ae , Aaa see| 
Fraction B, tinifiale. ee are e ci : a 


Poids : 2 gr. 88. (activité hap téne. . 900 
dissolution dans 20 cent. cubes de chloroforme, 


précipitation par addition de 32 cent. cubes 
d’acétone a la température de + 4°. 


Contenu Précipité n° 1. 
de la solution | 
mere n° 7. Dissous rege: cent. 
. cubes de chloro- 
LE el ae forme, précipita- 
N. ee 100 : 343 tion par 32 cent. 
As a ‘ 700 cubes d’acétone a 
Pela tsep sane Seika. 
| 
| Ags 
Contenu Précipilé n° 2. 
de la solution | 
mere n° 2. Dissous dans 20 cent. 
: cubes de chloro- 
on 2 pes forme, précipita- 


tion par 32 cent. 
cubes d’acétone a 


+ 4°. 
| 


Conlenu 
de la solution 


mére n° 8, 
Poids. .. 0Ogr. 041 


Précipité n° 3. 


Dissous dans 20 cent. 
cubes de chloro- 
ye ea at forme, 


précipita- 


tion par 32 cent. 
cubes d’acétone a 


449, 


Conlenu 
de la solution 
meére n° 4, 


Poids. . . 0 qr. 0338 
ANH 15 


Précipité n° 4. 


Poids. ). = 2lergois 
Pope 100m 3,70 
N.p. 100. 2,33 
A. H.. <5 )800r908 


mélange chloroforme-acétone qui sont rassemblés pour consti- 
tuer la fraction B,, et que ces divers lipides voisins des phos- 
phoaminolipides sont tous des hapténes trés actifs. Nous allons 
voir cependant qu'il est possible de fractionner la fraction B, 
en une série de sous-fractions d’activités tras différentes et, 
qui mieux est, de constitutions chimiques trés dissemblables. 
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PRECIPITATIONS REPETEES PAR L’ALCOOL METHYLIQUE REFROIDI 
A PARTIR DE LA SOLUTION CHLOROFORMIQUE. 


Aprés avoir effectué divers essais plus ou moins fructueux, 
nous avons utilisé, pour effectuer le fractionnement, un 
mélange refroidi de chloroforme et d’alcool méthylique. 
Chacun de ces deux solvants est capable de dissoudre l’en- 
semble de la fraction B, s'il est utilisé en quantité suffisante 
et a une température pas trop basse; il ne s’agit donc plus ici 
d'une insolubilité & peu prés rigoureuse dans le solvant préci- 
pitant comme dans le cas de l’acétone étudié ci-dessus. 


Principe. — Si, & une solution chloroformique pas trop 
diluée et froide de B,, on ajoute progressivement de petites 
quantités d’alcool méthylique refroidi & 0°, on constate qu’il 
apparait un précipité qui s’accroit tout d’abord par addition de 
nouvelles quantités d’alcool méthylique. Si, cependant, on 
ajoute un exces d’alcool méthylique, une partie du précipité 
passe en dissolution. L’optimum de précipitation se présente 
lorsque l’on ajoute 4 la solution chloroformique un volume a 
peu prés égal d'alcool méthylique. Le précipité est, d’autre 
part, beaucoup plus abondant 4 la température de la glace 
fondante qu’a la température ordinaire. 

C’est cette méthode de précipitalion gui nous a donné 
jusqu ici les meilleurs résultats, et voici comment nous avons 
Opere. 


Tecuniqgue. — Nous sommes partis de 20 cent. cubes d’une 
solution chloroformigue contenant 2 gr. 9 de la fraction B,, il 
nous a fallu ajouter 19 cent. cubes d’alcool méthylique pour 
atteindre l’optimum de précipitation; le tout a été laissé en 
repos dans la glaciére, pendant une nuit, sous atmosphére 
d’azote. Le précipité était ensuite séparé par filtration sur un 
filtre d'[éna maintenu a 0°. 

Le précipité, qui ne pesait que 1 gramme environ, fut dissous 
dans 10 cent. cubes de chloroforme et une nouvelle précipita- 
tion fut effectuée comme précédemment, mais il a suffi de 
9 cent. cubes d’alcool méthylique. 
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Une série de trois nouvelles précipitations successives fut 
ainsi elfectuée dans des conditions identiques, mais en adap- 
tant chaque fois approximativement les volumes des solvants 
aux poids décroissants des précipilés successifs. 

Les volumes des solvants utilisés, ainsi que les divers 


Tasteau Il. — Fractionnement de B, par des précipitations répétees par 


lalcool méthylique a partir de sa solution chloroformique a la tempé- 
rature de 0°. 


Fraction B, Phosphore, p. 100. 3,79 
iniliale. Azote, p. 100... 2,36 
Poids : 2 gr. 88. { Activité hapténe . 900 
Dissolution dans 20 cent. cubes de chloro- 


forme, précipitation par 19 cent. cubes 
d’alcool méthylique. 


Contenu PVECUDULE one 
asec Mey Dissolution dans 410 


mere n° 1. cent. cubes de chlo- 
Poids... 4gr.925  roforme, précipi- 
Pop et0rs 3,88 tation par 9 cent. 
N. p. 400 . 2,64 cubes d’aleool mé- 
AXalilo tao 450 thylique. 
| 
J 
Contenu Précipité n° 2. 
de la anlatian Dissolution dans 10 cent. 
ig NS cubes de chloro- 
Poids. . . Ogr.280 forme, précipilation par 
P. p. 100 . Bi th! 42 cent. cubes d’al- 
ANCE Io cy # 600 cool méthylique. 
| 
el eats 
Contenu Précipwlé n° 3. 
de eral Dissolution dans 8 cent. 
Ranh pe cubes de chloro- 
Poids. .. 0Ogr. 188 forme, précipilation par 
Po | O}y AGN 3 3,34 4 cent. cubes dial- 
Ae Hic sit 750 cool méthylique. 
| 
| a 
Contenw Précipilé n° 4, 
de ta sores Dissolution dans 5 cent. 
aah uti bs cubes de chloro- 
Poids. . . Ogr.045 forme, précipitation par 
“AG EL jays, v6 (700) 5 cent. cubes d’al- 
cool méthylique. 
| 
| 
Contenu Précipilé n° 5. 
de la solution : 
. ¥ Poids, . .. O0gr. 369 
ANI. te P. p. 100. . 339 
Poids... . 0 gr.069 N. p. 400. . 1,43 
ea Me I. 3h06, An Hie a meee 
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résultats obtenus en étudiant les diverses solutions méres 
successives sont indiqués dans le tableau n° 2. 

Quelques faits se dégagent de ces résultats : 

1° La fraction acétono-précipitable B, est fractionnée en six 
sous-fractions dont les activités hapténes different trés nota- 
blement (450 & 1.500); 

2° Les sous-fractions les plus actives sont les plus facilement 
précipitables par l’alcool méthylique froid; 

3° Toutes les fractions sont trés riches en phosphore et leurs 
teneurs en cel élément ne sont pas trés différentes (3,3 & 3,9). 

4° Les teneurs en azote varient au contraire trés notable- 
ment (1,4 4 2,6) et les sous-fractions les plus pauvres en azote 
sont les plus actives; 

5° Si lon répéte plusieurs fois Ja précipitation par Valcool 
méthylique a partir de la solution chloroformique, on atteint 
rapidement une limite de purification, car les substances res- 
tant dans les eaux-méres et le précipité lui-méme ont alors des 
activités et des constitutions identiques. Nous ne pensons 
cependant pas qu il s’agisse d'une substance pure, car d’autres 
essais en cours semblent démontrer que le fractionnement peut 
étre poussé plus loin encore par d'autres méthodes. 


CONCLUSIONS. 


1° Nous avons confirmé que la tofalité de l’activité hapténe 
des lipides du bacille tuberculeux est liée aux substances trés 
peu solubles dans l’acétone. 

2° Si l’on répéte un certain nombre de fois la précipitation 
par l’acétone & partir d’une solution chloroformique, dans les 
conditions de l’optimum de précipitation, on parvient trés 
rapidement a une limite, et la répétition ultérieure de la préci- 
pitation acélonique n’augmente pas la pureté. Toutes les sub- 
stances actives et d’autres lipides phosphorés qui les accom- 
pagnent précipilent ensemble presque quantitativement. La 
précipitation acétonique, dans ces conditions tout au moins, 
n’est donc pas un moyen de pousser trés avant la purification. 

3° La fraction précipitée par l’acétone a une constitution 
tres constante, elle n'est cependant pas une substance définie 
car on peut la fractionner par une série de précipitations 
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méthodiques effectuées en ajoulant de l’alcool méthylique 
refroidi & sa solution chloroformique. Les sous-fractions ainsi 
obtenues ont des activités hapténes qui varient du simple au 
triple tandis que leurs teneurs en azote varient inversement 
du double au simple environ. Les teneurs en phosphore 
varient assez peu les uncs des autres (3,8 & 3,3) ; il semble donc 
que la fraction active isolée par l’acétone soit un mélange de 
lipides phosphorés dont les activités hapténes et les teneurs 
en azote sont lrés variables, certains sont trés peu actifs, peut- 
étre méme inactifs, et riches en azote, tandis que d’autres sont 
des haptenes de hautes activités et pauvres en azote. 

4° La répétition des précipitations par l’alcool méthylique 
froid 4 partir des solutions chloroformiques, ne peut pas conduire 
avec un rendement appréciable & l’obtention d’une substance 
aclive pure, car les différences entre les solubilités des sub- 
stances actives et peu (ou pas) aclives dans le mélange chloro- 
forme-alcool méthylique sont trop faibles; on parvient, en 
effet, aprés plusieurs opérations, & avoir dans les eaux-méres 
des fractions d’activité presque égales & celles des précipités. 

5° La fraction la plus active (la plus facilement précipitable 
par alcool méthylique) présente une activité hapténe extréme- 
ment intense, correspondant & peu prés & 124 15 fois celle d'un 
poids égal des substances contenues dans la solution d’« anti- 
gene méthylique » de Boquet et Négre. Notre fraction la plus 
active ne doit cependant pas encore élre considérée comme 
une substance chimiquement pure. 
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LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
DANS LE SCLEROME, 
COMME METHODE DE CONTROLE 
DE L’EFFICACITE DU TRAITEMENT 


par W. M. GUERKESSE, 
chef du Service sérologique de |'Institut 
et S. M. ALOUKERE, 
assistant de Clinique. 


(Institut de Microbiologie et d’Epidémiologie |directeur admi- 
nistrattft : D' J. S. Rovsinsrein; directeur scientifique : Prof. 
S. M. Frere] e¢ Clinique des Maladies del’ Oreille, du Nez et 
du Larynx [directeur : Prof. S. M. Baurax] de Institut de 
Médecine de la Russie blanche soviétique | Minsk). 


Nous nous sommes proposé de résoudre, dans le présent 
travail, une question purement pratique, peu étudiée jusqu’ici, 
notamment, de savoir, si, & coté de sa valeur diagnostique 
dans le sclérome, la réaction de fixation du complément peut 
servir en méme temps de méthode de contréle de l'elficacité 
des résultats thérapeutiques, comme cela est observé, par 
exemple, dans la syphilis et dans d'autres maladies. 

D’aprés les données d'une série d’auteurs (Streit, Neuber, 
Pricka, Kabelik, Elberte, Tomaszek, Jacoubowsky, Kalina, 
Tougounowa, Virobolf, etc.), ainsi que d’aprés l'étude d'une 
grande quantité de malades observés 4 |'Institut microbiolo- 
gique et a la Clinique oto-rhino-laryngologique depuis une 
dizaine d’années, de méme que d’aprés une vaste documenta- 
tion recueillie au cours de plusieurs expéditions scientifiques 
pour l’étude des foyers de sclérome en Russie blanche, il faut 
reconnaitre que la valeur de la réaction dans le sclérome, tant 
au point de vue de la spécificité qu’au point de vue de la sensi- 
bilité, est actuellement indubitable. La sous-estimation de cette 
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réaction par certains auteurs ne peut étre expliquée, a notre 
avis, que par des imperfections dans la pratique. 

L’expérience de plusieurs années nous a démontré l’impor- 
tance des méthodes précises, du choix des antigénes conve- 
nables, de leur litrage, etc., dans Je jugement de la spécificilé 
de la fixation du complément dans le sclérome. 

Le choix de l’antigéne est rendu facile chez nous grace au 
riche musée de cultures de bacilles du sclérome et autres appar- 
tenant au groupe des bactéries encapsulées dont nous disposons. 
De cette maniére, nous réussissons toujours & trouver des 
souches dont l’antigéne présente une grande spécificité et une 
sensibilité élevée. 

Pour la réaction de Bordet-Gengou, nous nous servons, 
comme antigéne, démulsions de bacilles de Frisch : dans 
un tube de gélose glycérinée ensemencée depuis vingt-quatre 
heures, avec du bacille de Frisch, on verse 5 cent. cubes de 
solution physiologique et on laisse reposer durant une heure. 
Puis, la culture est lavée et diluée avec de l'eau physiologique 
en quantilé telle que l’épaisseur de |’émulsion reste égale au 
standard de 3 milliards. L’émulsion est chauffée au bain-marie 
a 65° pendant une heure. Parallélement a cet antigéne, nous 
utilisons un antigéne polyvalent. Le mode de préparation de 
Vantigéne polyvalent constant (Guerkesse) consiste en ceci : 
les cultures sur milieu glycériné agées de vingt-quatre 
heures sont lavées avec une solution physiologique phénolée 
(0,5 p. 100), émulsionnées de fagon & obtenir une masse trés 
épaisse. Cette masse agilée dans un ballon stérile contenant des 
billes de verre, est chauffée pendant une heure & 80° et ensuite 
titrée en présence de sérums bien connus d'origine scléroma- 
teuse et non scléromateuse. Avant l'emploi, l’antigéne est 
dilué extemporanément avec de la solution physiologique. 

Kssayé par nous (Guérkesse) sur un grand nombre des sérums 
provenant de malades scléromateux certains et de sujets non 
scléromateux, cet antigéne s'est montré stable, trés spécifique 
et susceptible de conserver son activité et son titre pendant 
environ une année. 

Kn outre, nous utilisons des antigenes hétérologues (bacille 
de Friedlaender, B. aerogenes, etc.), préparés de la méme 
maniére. Le sérum hémolytique est employé & la dose triple 
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et quadruple, le complément a la dilution de 1,17; les glo- 
bules de mouton & 3 p. 100 (du sédiment des érythrocytes 
décantés). Le sérum inactivé du malade est dilué a4 p. 5. 

On verse dans six tubes 0c. c. 5 de sérum dilué, 0c. c. 5 de 
complément dilué et des doses décroissantes d’antigéne scléro- 
mateux (émulsion 4 3 milliards et antigéne constant selon le 
titre): 0c. c. 5 dans le premier tube, 0 c. c. 4 dans le deuxiéme, 
0c. c. 3 dans le troisieme, 0 c. c. 2 dans le quatriéme, 0c. c. 4 
dans le cinquime; on compléte avec de l'eau physiologique 
jusqu’a 1 c. c. 5 et on laisse les tubes a l’6tuve pendant cinquante 
ou soixante minutes. Ensuite, on ajoute le systéme hémoly- 
tique (sensibilisation 4 37° pendant une demi-heure) et on 
laisse les tubes au thermostat pendant trente & quarante-cing 
minutes, aprés quoi on les laisse & la température du labora- 
toire pendant une heure. 

En dehors du sérum du malade, on fait un controle avec 
deux ou trois sérums normaux. Kn cas de quantité insuffisante 
de sérum, on peut pratiquer la réaction avec des doses moitié 
moindres. 

L’appréciation des résultats de la réaction se fait au bout de 
deux heures et Je lendemain; ils sont considérés comme posi- 
lifs si les cing tubes ne présentent pas d’hémolyse (+—+--+--+-), 
et si le controle présente une hémolyse totale. Le résultat est 
faiblement positif, lorsque les deux ou trois premiers tubes 
seuls ne sont pas hémolysés (+—++--+-, +-++). 

En ce qui concerne la valeur de la réaction au point de vue 
du controle des résultats du traitement du sclérome, nous 
n’avons trouvé, dans la bibliographie qui était & notre disposi- 
tion, que des notions bien succinctes. C’est seulement dans la 
communication de Streit faite en 1932 au Congrés international 
de Madrid et consacrée & |’étiologie du sclérome que nous avons 
relevé une citation des travaux de Neuber et de Goldzieher qui 
soulignent une diminulion et méme une disparilion totale de 
la substance spécifique (a caractére d’antigéne), contenue dans 
le sang du malade scléromateux, cbservée au cours du traite- 
ment employé. 

Nos recherches ont porté sur 100 malades scléromateux, 
dont 68 ont été observés pendant longtemps et 4 plusieurs 


reprises. 
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Une grande partie des malades retournaient chez eux aprés 
avoir fait une cure et cessaient de pouvoir étre observés. 

Les traitements utilisés par nous étaient les suivants : 

1° Méthode chirurgicale, comprenant une ou plusieurs laryn- 
gostomies avec ablation des infiltrats scléromateux et pose 
d’une canule de caoutchouc en T; 

2° Administration intraveineuse de préparations d’antimoine 
(tartre stibié & 1 p. 100) jusqu’& la dose totale de 200 cent. 
cubes, en commengant par 1 cent. cube pour aboutir a 15 a 
20 cent. cubes en une seule injection; 

3° Injections intraveineuses de chlorure de calcium a 5 4 
10 p. 100 jusqu’a la dose totale de 200 cent. cubes, en débutant 
par 5 cent. cubes d’une solution a3 p. 100 et en terminant 
par 20 cent. cubes d’une solution 4 10 p. 100 en une fois ; 

4° Méthode de malariathérapie, consistant en l’inoculation de 
paludisme du type de fiévre tierce; le nombre des accés allant 
parfois jusqu’a 20 avec guérison par l’administration de quinine; 

5° Méthode de radiothérapie comprenant plusieurs séries de 
rayons a des intervalles de trois & six mois; chaque série con- 
sistant en trois ou quatre séances de 3 & 6 H, au total de vingt 
a trente séances pour tout le traitement ; 

6° Méthodes combinées, mixtes : association, par exemple, 
des injections intraveineuses du chlorure de calcium ou de 
tartre stibié avec les moyens chirurgicaux ou de la vaccination 
antisc!éromateuse avec la radiothérapie, etc. 

Ces indications sont résumées dans le tableau suivant : 


TaBLeau I. 


Nombre de cas : Hommes, 30; Femmes, 38. 


Jusqu’a 15 ans 
De 15 a 20 ans 


Tiree ee tee ea eee elle ba. 22 
De@:20 8:39) nS seg 5 bee cee ogee < wiser ote a eee ee 29 
De-30: 840 aN Ses ye 5 oeoct yiamicn yao, cena te eee 6 
AUSCESSUS*de 40 2ADS sears = mre een ee 5 
Localisation du processus. 
NOU wie hela ey 2h leptons Lik Oo Ne er ae 4 
Naso-pharyoxer.,«, setae ean eee eee 4 
Larynx s3 kas si-vikeg eget 8) SG pe Gee ae 22 
Trachéés =26.% sein eth cece) aan ee 2 
Larynx et trachées.°>. 5 Soa sie ee 6 
Multiples 
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Méthodes de traitement. 


VAY GIA ae nets eh IS OATS) WES aE Oe SF Ln ln Bs we 22 
Hani NeRS CCHS Cenmpaget ets hoe AUS e hace a Rae ee 44 
Ghilonumendercalciummesas: ay 4s eee ee jt ek rena lS 
Malariathéraplerurwcats ¢ tn. kt eke ee ee te 4 
Traitement chirurgical. .... . BET eres. C BRAS OND te ie fics 9 
WACCINOUDCTA DIC wear os oA een on ala yee: 1 
NUNS AW ehin eee: oc, SE SONA Bee Ee a a et Aer en SS aes ae eae 5 


6 mois se seas td Sie, Saag Mal Ree eRe ee ae aren ee 7 
ROE HO ty Sale eae sy 8 hk es ee Chew teks, Fae Res Boe es 23 
PEAT haem <aebiragey os ey gee. oe eI. Ce ee ee) 
OS A Soe ee ree Pee aa RWS A, oes, = Ae, Don a a 6S 
IBISECES2 ANS ita te eee ee ee he ee ae re BLD 


L’examen du sang était pratiqué, dans la régle, avant et aprés 
le traitement, ainsi qu’aprés des délais déterminés, lors des 
consultations ultérieures du malade a la clinique. La réaction 
de fixation était pratiquée par nous simultanément avec plu- 
sieurs antigénes de différentes souches du bacille de Frisch, 
sous forme d’émulsion chauffée, avec antigéne constant et toute 
une série d’antigénes hétérologues. Pendant toute la durée de 
Vobservation, le sang du malade était examiné d’aprés la méme 
méthode. Dans un grand nombre de cas, on faisait paralléle- 
ment la réaction d'agglulination. Le total des réactions de 
Bordet-Gengou effectuées par nous est de 298, celui des réac- 
lions d’agglutination de 100. Le nombre d’examens de sang 
fait pour chaque malade variait de 2 43. Les intervalles écoulés 
entre la fin du traitement et l’examen du sang, allaient d’un 
mois & trois ans. Les délais d’observation des malades sont 
représentés sur le tableau II. 


TasLeau II. 


Termes d’observations des malades apres la fin du trailement. 


ABT CHES ete he, se lace Pine sua, oe felokweys SU rleienee 15 
DN TUOv cine bet CO Rone EO ER Pie RD RSE earn nO, Be Cy 2 ae. Reet 
SILOS eee ees lee), cl ts. cepa secs er cen ee: Fon cd ae OR 7 
EAT YEC Sata Re nd SOON ls) hs as ois SAS wi SRO LS) sai se Ue i 
SEO LSE ey ee Gh aS chee ce op see nae oe A 


ry Elti, (ey ge Cale MAO bi Wat CD ee Ch ea MA ee ae A 9 
yp iets ae oe ee Eee ee Oe lS a ee DSi A trey gic 4 
hain iy PR sei chee ON WEI ieee CmemC hebats (O Tod C mRcC ACA SOME ecto! fc 

Dah EY Oe oe EN eh es tr ra ie at Marmara Src 5 
SeUS DA ee pee: fly.) qa ee a) ae Pets REE) ER* seal Ree UD: 
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Au cours de notre travail, nous avons constaté que les 
données sérologiques concordaient, comme régle, avec les 
données cliniques tant avant qu’aprés le traitement (c’est-a-dire 
que dans les cas de sclérome plus ou moins notoires clinique- 
ment, la réaction de Bordet-Gengou était toujours positive). Il 
y eut cependant des cas od malgré une amélioration clinique 
manifeste, les résultats sérologiques avant et aprés le traitement 
restaient sans chargement (la réaction de Bordet-Gengou don- 
nait toujours ++-++-+). 

Nous avons eu aussi des cas ot les données sérologiques ne 
concordaient pas avec les données cliniques prouvant un sclé- 
rome évident (la réaction de Bordet-Gengou était négative). 

Le tableau III montre les cas de concordance et de discor- 
dance des examens sérologiques avec les faits cliniques. 


TABLEAU III. 


Concordance des données sérologiques et cliniques (B.-G. 
+++4+, diagnostic clinique sclérome avant et apres le 
bragteaiemi: oi 2) ory oy rca etek, me come ae vc) tees eRe ee 52 

Concordance des données sérologiques et cliniques avant le 
traitement (B.-G. ++++, diagnostic clinique sclérome). 
Discordance aprés le traitement (B.-G. ++++, améliora- 


{10D GRUB) 2S aaa a Gis eo maseee es eee ar 10 
Discordance des données sérologiques et cliniques avant le 
traitement (B.-G. négalif, diagnostic clinique sclérome) . . 6 


Ce tableau montre que, dans la majorité des cas, la réaction 
de Bordet-Gengou reste invariablement positive lorsqu’aucune 
amélioration clinique ne suryient, quelles que soient la méthode 
et la durée du traitement employé. 

Ce fait plaide, d’une part, en faveur de la sensibilité de la 
réaction, et de l’autre, il permet de penser que nous n’ayons 
évidemment pas encore a notre disposition de traitement radical 
du sclérome. Il y a pourtant une série des cas (10 parmi 68) ou 
les résultats sérologiques sont restés les mémes avant et apres 
le traitement, malgré une amélioration clinique nette. 

Nous voyons done que, dans la plupart des cas, les substances 
fixant le complément ne disparaissent pas de l'organisme du 
malade scléromateux durant longtemps, méme dans les cas ou 
lon enregistre une amélioration clinique évidente. Il semble done 
qu’on ne puisse se fonder uniquement sur les résultats de laréac- 
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tion de Bordet-Gengou, pour juger de l’efficacité du traitement. 
Nous rapportons ci-dessous les résumés des observations des 
cas les plus caractéristiques : 


1. — Ky (G.), 4gé de vingt-trois ans, se croit malade depuis un an et demi. 
il entre a la clinique, se plaignant de dyspnée intense. Le 13 octobre 1933, 
on fait une trachéotomie d’urgence. Diagnostic clinique : sclérome. 

Le 241 octobre, la réaction de Bordelt-Gengou dans le sang a fourni un 
résultat trés positif (+++ +). 

Le malade a été traité par des injections de chlorure de calcium (au total 
180 cent. cubes). I] quilte la clinique, le 3 janvier 1934, avec une respiration 
satisfaisante par les voies naturelles. Les infillrats de la trachée et de l’entrée 
des bronches ont diminué, ne saignent plus; les entrées des bronches sont 
suffisantes. L’examen du sang montre toujours un Bordet-Gengou fortement 
positif (++ ++). 


IY. — kh-Ky, agé de dix-huit ans, se croit malade depuis une année environ. 
Il se présente a la consultation externe de la clinique a propos d’une respi- 
ration embarrassée. Diagnostic clinique : sclérome. La réaction de Bordet- 
Gengou, faite le 13 novembre 1933, a donné un résultat fortement positif 
fetactonta ct le 

Le malade a été traité par des injections intraveineuses de préparations 
antimoniées 4 la dose totale de 200 cent. cubes. Au bout de six mois, il s’est 
présenté pour un examen de controle. Il se sent beaucoup mieux; la respi- 
ration n’est pas embarrassée; le malade exécute un travail physique difficile, 
comme ouvrier employé aux tourbiéres; l'infiltration du naso-pharynx a 
notablement diminué; la cloison gauche est nettement visible, elle est géné- 
ralement rétrécie, ainsi que la droite. L’examen du sang montre toujours un 
Bordet-Gengou trés positif (+ +-+-++). 


Ill. — K... (Ik.), Agé de quinze ans, se croit malade depuis deux ans; entre 
a la clinique, en janvier 1930, avec une respiration trés génée. On lui fait une 
trachéotomie. 

En aout 1932, le malade revient 4 la clinique, se plaignant de dyspnée. Sa 
réaction de Bordet-Gengou reste toujours trés positive. 

Le malade a été soumis 4a l’opération de laryngostomie; puis on lui a mis 
A demeure une canule de caoutchouc en T, avec laquelle il est reparti chez 
lui. Au cours d’un an, le malade a changé a plusieurs reprises sa canule en T. 

Au début de septembre 1933, la canule a été complétement enlevée. Le 
malade respire librement par le nez. IJ a regu des injections intraveineuses 
de préparation d’antimoine (200 cent. cubes en tout). L’examen du sang avant 
et aprés le traitement, fournit toujours une réaction fortement positive 
(er 

Le 41 mai 1934, le malade vient de nouveau a la consultation. I] se sent 
bien, sa voix est forte, il s’adonne au travail physique; il respire par les 


voies naturelles. 
L’examen du sang, fait Je 22 mai, montre le méme résultat trés positif. 


La réaction de fixation du complément négative que nous 
avons observée dans 6 cas de sclérome confirmé, s’accorde, sous 
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le rapport de pourcentage, avec les données obtenues par nous 
sur un matériel nombreux (environ 95 p. 100 de concordance), 
comprenant plus de 400 cas enregistrés au cours des quatre 
premiéres années (1926-1930). 

Nous croyons intéressant de citer le résumé de |’observation 
d’un de ces 6 cas ci-dessus mentionnés. 


Ko (P.), agée de vingt-trois ans, se dit malade depuis une année environ, 
mais elle ne s’est jamais soignée. Elle s’est présentée a la clinique 4 cause 
d'une respiration difficile par le nez. 

Diagnostic clinique : scléreme. L’examen du sang a fourni, a deux reprises, 
un résultat négatif. 

Liinfiltrat nasal est extirpé. Son examen anatomo-pathologique, pratiqué 
par le professeur J. T. Titoff, montre un sclérome. 


Cependant, la valeur diagnostique de la réaction de fixation 
est, dans la régle, trés précieuse. 

Dans la grande majorilé des cas, nous avons pratiqué paral- 
lélement la réaction d’agglutination. Le tableau IV représente 
les résultats de ces réactions paralléles. 


Tasieau IV. 


Concordance des réactions de Bordet-Gengou et d’agglutina- 
tion avant et aprés le traitement (B.-G. +++4 et réaction 


dagglutinalion posilive en dilution de1 p. 800) .. 2... 45 
Discordance des réactions avant le traitement (réaction de 
B.-G. +++4, réaction d’agglutination négative. ..... 5 


Concordance des réactions avant le traitement et discordance 
apresileitraitement,s. ec 0) seem sme nene 


Dans la majorité absolue des cas, la réaction d'agglutination _ 
concordait avec celle de fixation du complément, ce qui coin- 
cide aussi avec les données que nous avons obtenues et exposées 
antérieurement. Dans 5 cas, nous avons noté une discordance 
entre ces deux réactions chez des malades cliniquement scléro- 
mateux (réaction de Bordet-Gengou +--++-+--+, réaction d’agglu- 
tination —). Un intérét particulier réside dans 2 cas ow la 
discordance entre les deux réactions est survenue apres le 
traitement (la réaction de Bordet-Gengou est demeurée posi- 
tive, la réaction d’agglutination est devenue négative). 


Nous rapportons les résumés des observations relatives a 
ces deux cas. 


_ 
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i Gowk..., agé de trente-six ans, esLentréala clinique avec dessymptomes 
manifestes de sclérome du type trachéal. Avant le traitement, la réaction 
de Bordet-Gengou et celle d’agglutination A 4 p. 800 étaient toutes les deux 


positives. Apres la radiothérapie, la réaction de Bordet-Gengou est restée 
positive, l'agglutination est devenue négalive. 


Il. Kh-Ky..., Agé de dix-huit ans, est entré a la clinique avec un diagnostic 
de sclérome des voies respiratoires supérieures. Avant le traitement, les 
deux réactions ont fourni un résullat positif (Bordet-Gengou et agglutination 
a 1 p. 800). Apres un traitement par des préparations antimoniées durant 


six mois, le Bordet-Gengou n’a pas viré, mais la réaction d’agglutination est 
devenue négative. 


Notons a ce propos qu’au cours de ce travail, notre attention 
fut atlirée par le fait que, dans un cas de sclérome clinique 
évident, ou le Bordet-Gengou était négatif avant le traitement, 
cette réaction est devenue positive aprés une cure par des 
injections intraveineuses de produits stibiés; cette réaction 
positive s'est maintenue telle & examen ullérieur du sang 
pratiqué huit mois plus tard. Nous nous sommes intéressés A 
ces données aussi dans le deuxiéme cas de Bordet-Gengou 
négatif avant le traitement chez un malade scléromateux 
notoire. Nous l’avons & dessein soumis au traitement par des 
composés d’antimoine et nous avons constaté, apres le traite- 
ment, le passage de la réaction négative en positive. Dans un 
troisiéme cas ayant les mémes caractéres sérologiques avant le 
traitement que les deux précédents, nous avons inslilué, au 
début, une cure par injections intraveineuses de chlorure de 
calcium 210 p.100; examen du sang, refait aprés la fin du trai- 
tement, n'a montré aucune modification au point de vue sérolo- 
gique. Aprés cela, nous avons fait quelques injections intra- 
veineuses des préparations antimoniées, a la suile desquelles 
nous avons observé également un changement de résultat négatif 
en positif. 

Nous ne prétendons pas tirer des conclusions fermes en nous 
basant seulement sur 3 cas, mais l’idée s' impose que les com- 
posés d’anlimoine peuvent élre ulilisés a titre de réactivants 
(par analogie avec Vemploi du salvarsan comme réactivateur 
dans la syphilis) dans les cas ou, en présence de sclérome, 
la réaction de Bordet-Gengou est négalive, ainsi que dans 
des cas douteux de sclérome. Nos recherches continuent dans 
cette direction. 
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En nous basant sur l'exposé de notre travail, nous pouvons 
tirer les conclusions que voici : 

1° Dans la majorité absolue des cas, la réaction de fixation 
du complément concorde avec les données cliniques (95 p. 100) ; 

2° L’intensité de la réaction de fixation du complément n'est 
pas en rapport avec la gravité et la localisation de l’affection ; 

3° Dans la plupart des cas, durant longtemps et indépen- 
damment du mode de traitement, les substances fixant le 
complément ne disparaissent pas de l’organisme du malade, 
ce qui se traduit par une réaction de Bordet-Gengou positive 
méme dans les cas d’amélioration clinique survenue. Done la 
réaction de fixation du complément est trés stable. 

4° La stabilité de la réaction permet de supposer que nous 
n’avons pas encore a notre disposition de moyens spécifiques 
de guérison radicale du sclérome. 

5° La réaction de fixation du complément ne peut pas tou- 
jours, & nolre avis, étre utilisée comme méthode de contrdéle 
de Vefficacité des modes de traitement employés actuellement. 

6° Dans la majorité absolue des cas, la réaction de Bordet- 
Gengou concorde avec la réaction d’agglulination ; on observe 
toutefois des cas de discordance de ces réactions apres le trai- 
tement. 

7° On est fondé & croire que les composés d’antimoine 
peuvent servir & titre de moyens de réactivation sérologiques 
dans les cas douteux de sclérume. 


A PROPOS DES DIFFERENTS MODES DE VACCINATION 
PAR LE BCG 


AVANTAGES DE LA METHODE DES DEUX INJECTIONS 
SOUS-CUTANEES SIMULTANEES, VARIATIONS DE LA VIRULENCE 
DU BCG DANS LA PREMUNITION DE L’ESPECE HUMAINE 


Par R. CHAUSSINAND 


(Institut Pasteur de Saigon. Laboratoire des vaccins.) 


Ayant eu, pendant sept ans, l'occasion d’expérimenter dans 
de bonnes conditions différents modes de vaccination par le 
BCG, nous avons observé les avantages manifestes de la 
méthode des deux injections sous-cutanées simullanées. Nous 
nous proposons de décrire rapidement cette méthode, tout en 
passant en revue les avantages et les inconvénients des diverses 
voies d’administration du BCG actuellement en usage. Ensuite, 
apres avoir insisté sur les doses de BCG & employer, nous dis- 
cuterons la question des variations de virulence du BCG dans 
la prémunition de l’espéce humaine, constatées entre autres par 
A. Wallgren et J. Heimbeck. 


I. — Vaccrsatron-At BCG « PER os ». 


La vaccination au BCG par la voie buccale est une méthode 
simple, élégante et inoffensive. Elle a rapidement conquis la 
faveur du public et a, de ce fait, puissamment contribué a la 
diffusion de l’'admirable découverte de notre regretlé maitre 
Albert Calmette et de son collaborateur Camille Guérin. 

Faire absorber le BCG par la bouche est, en effet, une 
méthode simple, trés facilement acceptée par les familles 
quune injection sous-culanée sur un nouveau-né pourrait 
effrayer. Mais cette simplicité n’exclut pas une trés grande 
rigueur dans l’exécution. Le vaccin BCG ne peut étre utilisé 
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que pendant les dix jours qui suivent sa préparation, et cela a 
la condition d’étre conservé aa frigidaire ou en glaciére. Les 
prescriptions pour l’administration du BCG doivent étre stric- 
tement appliquées, sinon la vaccination risque de devenir illu- 
soire. On ne saurait donc confier aux familles, au personnel 
subalterne des maternités, le soin de faire absorber le BCG aux 
nouveau-nés. Lorsque le contréle strict du praticien respon- 
sable ne s’exerce pas, la simplicité de la méthode peut devenir 
un danger sur lequel on ne saurait trop appeler l’attention. 

En outre, la vaccination au BCG parla voie buccale est une 
méthode qui présente en elle-méme un inconvénient. 

Il est démontré, par lallergie & la tuberculine et par des 
autopsies d’enfants vaccinés & leur naissance et morts d’infec- 
tions intercurrentes, que le BCG traverse les parois du tube 
digestif. Il est donc possible de vacciner au BCG par la voie 
buccale, et nous sommes personnellement convaincu que la 
prémunition per os peut protéger des enfants contre des conta- 
minations tuberculeuses. Nous avons, en elfet, observé des 
vaccinés qui ont subi ultérieurement sans danger des contacts 
intimes et prolongés avec des malades atteinls de tuberculoses 
extrémement graves [41]. Il est done hors de doute que la voie 
buccale reste la méthode de choix dans la vaccination contre la 
tuberculose par le BCG. 

Mais, a notre avis, la vaccination per os présente l’inconvé- 
nient suivant : l’allergie & la tuberculine n’apparait aprés vac- 
cination que tardivement et irréguligrement. Or, on sait que 
Visolement des vaccinés de tout contact tuberculeux jusqu’a 
Vapparition de ’immunilé est une mesure indispensable & une 
vaccination efficace. Nous avons publié en collaboration avec 
notre maitre P, Rohmer {2}, sur un total de 51 nouveau-nés 
vaccinés, 4 cas de tuberculose évolutive aigué, dont 3 mortels, 
chez des vaccinés qui n’avaient pas été isolés du milieu conta- 
minateur apres leur naissance. Or, comme l’allergie & la tuber- 
culine est actuellement le seul test qui permet d’affirmer que 
lorganisme du vacciné aretenu du BCG et qu'il peut étre, de 
ce fait, considéré comme réellement prémuni, il faut se baser 
sur l’apparition de la sensibilité & la tuberculine pour cesser 
Pisolement du vacciné. A. Caimette, lui-méme, déclarait peu de 
temps avant sa mort : « L’allergie est le seul lémoin révélateur | 
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de la prémunition, donc de limmunité, que nous puissions 
aujourd hui pratiquement interroger [3}. » 

Nous estimons donc que chez un enfant vacciné au BCG et 
isolé, l’apparition de la sensibilité & la tuberculine prouve que 
le sujet est réellement porteur de germes prémunisants. Des 
lors, si lon admet Vefficacité du BCG, la réaction tuberculi- 
nique positive donne la certitude que le vacciné se trouve 
prémuni et qu il peut étre mis, sans danger, en contact avec 
des tuberculeux. Pour que la vaccination au BCG puisse donner 
des résultats pratiques, il faut donc que lallergie s’installe 
rapidement et réguliérement. 

Or, aprés huit semaines, il n’ya qu’environ 30 p. 100 des 
nouveau-nés vaccinés per os et isolés qui réagissent a la cuti- 
réaction de Pirquet ot & l’intradermo-réaction de Mantoux a 
0 milligr. 1 de tuberculine [1]. R. Debré [4], qui cite les chif- 
fres les plus 6levés & ce sujet, n’observe encore aprés trois 
mois qu’environ 70 p. 100 d’allergiques et, dans ce pourcen- 
tage, il compte les enfants qui ne réagissent que d'une facgon 
douteuse & un Mantoux de 1 centigramme de tuberculine. Il 
sera donc impossible de savoir, encore aprés trois mois, chez 
30 p. 100 au moins des vaccinés, s'ils peuvent étre mis, sans 
danger, dans un milieu tuberculeux. 

Chez les enfants du deuxiéme age et chez les adolescents, 
isolés autant que possible de tout contact tuberculeux, la vacci- 
nalion au BCG par la voie buccale semble donner, au point de 
vue allergie, des résultats encore plus faibles que chez les nou- 
veau-nés. En effet, trois mois aprés la vaccination, nous n’avons 
vu que 17,5 p. 100 de ces sujets réagir & la cuti-réaction [5}. 

Aussi nous sommes-nous demandeé s’il ne serait pas possible 
d’augmenter le nombre des allergiques aprés la vaccination 
per os en faisant absorber des doses plus fortes de BCG [1]. Les 
résultats que nousavons nolés [5], aussi bien chez les nouveau- 
nés que chez les enfants plus dgés, semblent démontrer que Ja 
faculté d’absorption de BCG par Vintestin et par son systéme 
lymphatique est limitée et que ingestion de 6 centigrammes, 
par exemple, donne au point de vue allergie 4 la tuber- 
culine des résultats sensiblement équivalents & ceux obtenus 
avec la dose habituellement employée, c’est-a-dire 3 centi- 


. 


grammes. Pour étre, fixés définilivement & ce sujet, nous 
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comptons entreprendre prochainement de nouvelles expériences. 
Nous estimons donc qu’il seyait préférable de ne pas employer 
la vaccination au BCG par la voie buccale pour la prémunition 
d’enfants provenant d’un milieu bacillaire ou suspect el nous 
pensons qu'il faudrait adopter pour ces enfants la voie sous- 
cutanée quirend les vaccinés plus rapidement et plus régulie- 
rement allergiques, ce qui permettrait de fixer une limite 
précise & leur isolement post-vaccinal. La voie buccale reste- 
rait indiquée chez les sujets de milieu sain. Mais, la encore, il 
faudrait, vers l’Age de deux ans, rechercher l’allergie et revac- 
ciner les anergiques soit par la voie buceale, soit plutét par la 
voie sous-culanée, si |’on ne veut pas courir le risque d’exposer 
ultérieurement un certain nombre d’entre eux a contracter la 
tuberculose du fait d'une contamination accidentelle. 


If. — Vaccination au BCG par VOIE INTRA-DERMIQUE. 


Nous n’avons pas expérimenté nous-mémes cetle voie. Les 
premieres publications de A. Wallgren a ce sujet [6] ne sem- 
blaient pas démontrer que la voie intra-dermique présente des 
avantages notables sur la voie sous-cutanée, ni au point 
de vue de l’apparition de l’allergie, ni au point de vue de la 
moindre fréquence des lésions locales post-vaccinales. 

Depuis, W. Park et C. Kereszturi, & New-York [17], ont 
employé parallélement la voie intra-dermique et la voie sous- 
cutanée chez 101 nourrissons. Les doses adoptées étaient de 
0 milligr. 004 & 0 milligr. 05 de BCG pour la voie sous- 
cutanée et de 0 milligr. 0,003 0 milligr. 3 pour la voie intra- 
dermique. Ces auteurs observent, & la suite de leurs vacci- 
nations, 60 p. 100 d’abcés froids aprés injection du BCG sous la 
peau, et ils notent chez presque tous les vaccinés par voie intra- 
dermique l’apparition d’une lésion papuleuse, ressemblant a 
une tuberculide, qui se nécrose au centre dans 50 p. 100 des 
cas. Kn ce qui concerne lallergie, W. Park et C. Kereszturi 
trouvent, en se servant du Mantoux (la dose de tuberculine 
n’est pas indiquée), que 90 p. 100 des vaccinés par voie sous- 
cutanée et 85 p. 100 des vaccinés par voie intra-dermique 
deviennent tuberculino-positifs quatre & cing semaines et demic 
aprés l’administration du BCG. Le nombre des nourrissons qui 
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restent encore allergiques aprés douze mois est d’environ 
50 p. 100 pour les vaccinés par voie sous cutanée et de 34 p. 100 
seulement pour les vaccinés dans le derme, et cela malgré 
Vemploi de doses plus fortes de BCG pour la voie intra- 
dermique. 

D'aprés les expériences de W. Park et C. Kereszturi, la voie 
sous-cutanée parait donner de meilleurs résultats au point de 
vue de l'allergie tuberculinique. En effet, le chiffre des aller- 
giques est légerement plus élevé et — ce qui est important — 
il diminue moins rapidement aprés vaccination sous-cutanée 
qu’aprés injectiondu BCG dans le derme. 

La vaccination par la voie sous-cutanée, qui est, d’ailleurs, 
d'une exéculion plus aisée, nous paratt donc préférable a la 
prémunition par la voie intra-dermique. 


Ifl. — Vacctvatiov au BCG par VorE INTRA-MUSCULAIRE. 


Nous avons expérimenté, en 1930, la voie intra-musculaire 
pour la prémunition par le BCG des jeunes eafants [8] et nous 
avons pu observer que cette voie semblait provoquer plus sou- 
ven! la formation d’abcés froids post-vaccinaux que la voie 
sous-cutanée. Néanmoins, en adoptant pour la yoie intra- 
musculaire la méthode des deux injections simultanées, on 
constatait, tout en employant les mémes doses de BCG, que 
labees froid devenait moins fréquent. 

Le seul avantage de la voie intra-musculaire est apparition 
rapide de allergic & la tuberculine. En effet, en injectant Jes 
mémes doses de BCG que dans la vaccination sous-cutanée, on 
obtient, en général, une cuti-réaction positive déja au bout de 
trois & quatre semaines, alors que par voie sous-cutanée cette 
méme réaction n'est posilive que vers la sixiéme semaine. 

La voie intra-musculaire, par deux injections simultanées, 
pourrait done rendre des services dans la prémunition par le 
BCG d’enfants qui ne peuvent étre isolés que peu de temps de 
leur milieu bacillifére et chez lesquels il y a intérét & produire 
rapidement l’'immunité. Mais, sauf pour ce cas, nous préférons 
la voie sous-cutanée a l'injection intra-musculaire. 
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1V. —Vaccination AU BCG par VOIE SOUS-CUTANEE. 


Liinjection de BCG par la voie sous-culanée est actuel- 
lement, aprés la prémunition per os, le mode de vaccination le 
plus employé. 

Cette méthode présente Jes avanlages suivants : D’abord, 
comme les vaccinations intra-dermique et intra-musculaire, 
elle ne peut étre pratiquée que par un médecin. L’adminis- 
tration du BCG par la voie sous-cutanée n’échappe donc pas au 
controle médical. Ensuite, tous les expérimentateurs qui ont 
employé cetle voie observent que lallergie a la tuberculine 
s'installe plus fréquemment et plus rapidement qu’aprés la 
vaccination per os. Enfin, la voie sous-cutanée donne au point 
de vue allergie sensiblement les mémes résultats chez les 
enfants du deuxiéme age et les adolescents que chez les nou- 
veau-nés. 

Par contre, on reproche a cette méthode le fait que l’injection 
de BCG est quelquefois difficilement acceptée par les familles 
et quelle peut produire l’apparition d’un petit abcés froid, 
d’ailleurs inoffensif, dont ’évacuation spontanée ou par ponc- 
tion est génante. En outre, si ’on compare les résultats des 
différents auteurs, on constate que lallergie tuberculinique 
post-vaccinale apparait souvent d’une fagon irréguliére. 

Nous avons done cherché & modifier la technique de la vacci- 
nation au BCG par la voie sous-cutanée dans le but d’obtenir 
une apparition précoce et réguliére de l’aller gie tuberculinique, 
tout en tachant d’éviter autant que possible la formation 
d’un abcés froid. 


A. M&ruope pES DEUX INJECTIONS SOUS-CUTANEES SIMULTANKES. 
— Nos essais de vaccination effectués & la Clinique infantile 
de la Faculté de Médecine de Strasbourg (Directeur-Professeur, 
P. Rohmer), en 1929 [9], ont démontré qu’a doses égales de 
BCG, Vallergie tuberculinique était obtenue d’une facon plus 
rapide et plus constante en pratiquant deux injections simul- 
tanées de BCG dans le tissu sous-cutané. Nous observions, en 
effet, que les enfants présentaient une culi-réaction positive 
au bout de six semaines environ et nous obtenions ainsi une 
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indication précise pour la durée de l'isolement des vaccinés 
provenant d’un milieu bacillaire. 

Quoique cette méthode ait été adoptée depuis par différents 
auteurs, nous avons voulu répéter ces expériences A Saigon. 
Dans ce but, nous avons vacciné un tolal de 238 sujets euro- 
péens et annamites, agés de six mois a vingt-six ans (notam- 
ment des enfants de deux 4 quatorze ans), vivant dans un 
milieu apparemment non tuberculeux. Cessujels furent éprouvés 
préalablement ala tuberculine, souvent pendant trois semaines, 
& trois ou quatre reprises (culi-réaclions et Mantoux jusqu’a 
1 centigramme de luberculine brute) et tous se montrérent 
anergiques avec les réactions employées. Nous utilisons pour 
nos Culi-réactions une technique plus sensible (combinant la 
cuti-réaction de Pirquet & la réaction percutanée de Moro- 
Hamburger qui a été décrite dans un travail antérieur) [5). 

Ces 238 sujets furent divisés en deux groupes comprenant 
chacun un nombre sensiblement égal de sujets du méme age. 
Le groupe | fut vacciné dans le tissu sous cutané, & la hauteur 
de l’omoplate gauche, par une seule injection de 0 milligr. 01 
de BCG (volume de l’émulsion : | cent. cube,. Pour le groupe IL, 
la méme dose de BCG fut administrée en deux injections 
simultanées de 0 milligr. 005 chacune dans le issu sous-cutané 
ai la hauteur des deux omoplates : (au total : 0 milligr. 01; 
volume de l’émulsion: 1 cent. cube). Le BCG qui servit a ces 
vaccinations, préparé six Jours auparavant avec des cultures 
dgées de dix-huit jours, avait été conservé au frigidaire (tempé- 
rature maxima : + 7°) jusqu’au moment de l’injection. 

Sept semaines plus tard, 168 vaccinés seulement se sont 
présentés au laboratoire pour le contrdle de lallergie : 77 du 
croupe I et 91 du groupe II. En vue de simplifier la recherche 
de lallergie post-vaccinale, nous n’avons éprouvé ces sujets 
que par une unique cuti-réaclion. Il est évident qu’en employant 
Ja réaction de Mantoux jusqu’a 1 centigramme de tuber- 
culine nous aurions trouvé un nombre d’allergiques encore 
plus élevé. 

56 vaccinés du groupe I (72,7 p. 100) et 84 du groupe II 
(92,3 p. 100) réagissaient nettement a la culi-réaction sept 
semaines apres la veccination. 1 enfant du groupe 1(1,3 p. 100) 
el 1 enfant du groupe II (1,1 p. 100) ont fait par Ja suite 
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un petit abcés froid. Nous indiquons, dans le tableau qui suit, 
Vintensité des cuti-réactions observées. 

En ce qui concerne Vintensité des cuti-réactions notée dans 
ce lableau et dans les suivants, il faut tenir comple du fait 
que les réactions positives dues au BCG se montrent bien 
moins fortes que celles conséculives aux contaminations 
par du bacille de Koch virulent. Les annotations « fortes », 
« moyennes », etc., sont donc a considérer uniquement au 
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point de vue réactions dues au BCG. En outre, nous avons 
remarqué que chez les enfants prémunis par le BCG, la réaction 
de Moro-Hamburger se révéle, en général, beaucoup plus sen- 
sible que celle de Pirquet, mais quelques rares vaccinés ne 
réagissent qu’au Pirquet. Nous pensons done qu'il y a intérét 
a employer la technique yue nous pratiquons, qui est une 
combinaison des réactions de Pirquet et de Moro-Hamburger [5). 
Les sujels européens et annamites ayant réagi d'une facon 
identique, nous ne tenons pas compte des différences de races 
dans nos tableaux. 

Nous avons procédé de méme pour revacciner 89 enfants, de 
milieu apparemment indemne de tuberculose, qui avaient 
recu aprés leur naissance 3 centigrammes de BCG per os, et 
qui ne réagissaient pas & une intradermo-réaction de 1 centi- 
gramme de tuberculine brute. Ces enfants furent égalemeut 
divisés en deux groupes. Une moitié ful revaccinée par une 
injection unique (groupe II[), l'autre par deux injections simul- 
tanées (groupe IV). Nous n’avons eu l'occasion de revoir pour 
le controle de l’allergie que 65 de ces revaccinés (26 du 
groupe IIt et 39 du groupe IV). 

Sept semaines aprés leur revaccination, 20 enfants du 
groupe III (76,9 p. 100) et 35 du groupe IV (89,78 p. 100) 
réagissaient nettement a la cuti-réaction. Mais le nombre des 
abces froids a été élevé dans les deux groupes: 3 pour le 
groupe III (11,5 p. 100) et 4 pour le groupe IV (10,25 p. 100). 

Il apparait donc, aussi bien chez les primo-vaccinés que 
chez les revaccinés, que la méthode des deux injections simul- 
tanées provoque une allergie plus précoce et plus intense que 
Vinjection unique, On conslate, en oulre, que le nombre des 
abees froids est bien plus élevé, dans les deux groupes, chez 
les revaccinés que chez les primo-vaccinés. Nous pensons que 
cela provient du fait que limmunité peul persister aprés vac- 
cination per os chez certains enfants malgré qu’ils ne réagissent 
pas 4 un Mantoux de 1 centigramme de tuberculine et que les 
abces observés chez les revaccinés sont pour la plupart dus a 
des « phénoménes de Koch ». En effet, exception faite pour le 
revacciné agé de qualre ans (un de nos premiers cas européen) 
chez lequel nous n’avions recherché l’allergie avant la revac- 
cination que par 3 cuti-réactions a une semaine dintervalle, 
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ce qui était insuffisant, tous les abcés froids notés se sont uni- 
quement formés chez des revaccinés agés de 40 jours & deux 
ans, c’est-a-dire, chez de tout jeunes enfants ayant absorbé du 
BCG per os relativement peu de temps auparavant. II est d’ail- 
leurs probable que, si nous avions employé pour le Mantoux 
des doses de tuberculine encore plus fortes que le centigramme, 
nous aurions pu déccler avant la revaccination d'autres aller- 
giques parmi ces enfants. Jl] nous semble donc préférable de 
neffectuer dorénavant les revaccinations, jusqu’a lage d’en- 
viron deux ans, que par voie buccale ou, plulot, de rechercher 
Vallergie avant linjection sous-cutanée de BCG par intra- 
dermo-réactions a des doses de tuberculine allant jusqu’a 2 cen- 
tigrammes, 

Parmi ces 233 primo-vaccinés ou revaccinés par voie sous- 
cutance el contrdlés au point de vue allergie sept semaines 
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aprés injection ‘de BCG, nous n’avons pu revoir que 43 sujets 
douze a dix-huit mois plus tard (ce qui ne doit pas étonner, 
car aux Colonies les Européens et les Indigénes changent fré- 
quemment de domicile et il est difficile de les retrouver). 

20 (groupe V) n’avaient été vaccinés que par une scule 
injection sous-culanée de 0 milligr. 01 de BCG et 23 (groupe V1) 
avaient recu deux injections simultanées de 0 milligr. 005. 
Dans le tableau qui suit nous indiquons linlensité des cuti- 
réactions que ces sujets avaient présenlées sept semaines apres 
linjection du BCG, et on voit nettement que les cuti-réactions 
diminuent d’intensité douze & dix-huit mois aprés la vaccina- 
tion, ce qui prouve que lallergie était dans la majorilé des 
cas bien due au BCG et non & une surinfection virulente. 


Tasura’ III. 
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Il apparait done que, pour la vaccination par la voie sous- 


cutanée en général, trés peu de sujets ont perdu leur allergie 
due au BCG douze a dix-huit mois aprés linoculation. En 
effet, 15 p. 100 du groupe V et 17 p. 100 du groupe VI ne 
réagissaient pas & la cuti-réaction a cette date, mais, apres une 
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deuxiéme épreuve par un Mantoux de 4 centigramme de tuber- 
culine, le pourcentage des anergiques s’est abaissé & 5 p. 100 
pour le groupe V et a 4, a p. 100 pour le groupe VJ. Done, 
douze a dix-huit mois aprés la vaccination, 2 seulement des 
43 sujets revus ne réagissaient pas au Mantoux de 1 centi- 
eramme (4,6 p. 100). IL est done fort probable que la plupart 
des individus vaccinés par voie sous-cutanée resteront immu- 
nisés pendant plusieurs années. 

Les résultats que nous avons obtenus & Saigon confirment 
done entiérement ceux que nous avions observés a4 Strasbourg 
en 1929 [9], 8 savoir qu’au point de vue sensibilité tuberculi- 
nique post-vaccinale la voie sous-cutanée est netlement supé- 
rieure & la voie buccale et qu’a doses égales de BCG la méthode 
des deux injections sous-cutanées simultanées provoque l’ap- 
parilion de l’allergie d'une facon plus précoce, plus intense et 
plus régulitre qu'une unique injection de BCG. 

D'ailleurs, Moreau, Bauza et Cantonnet Branch, & Monte- 
video (cités par Saénz [40], qui ont adopté notre méthode pour 
leurs vaccinations sous-cutanées, notent « qu’avec cette tech- 
nique les abcés ont presque totalement disparu et que l’allergie 
s’installe généralement aprés six semaines & trois mois ». 
Lavergne, & Hué (Annam) [41], constate « que le chiffre des 
abcés froids devient nettement plus faible » depuis qu il vac- 
cine par deux injections sous-cutanées simultanées. Et tout 
récemment encore, R. Debré, & Paris (42), en employant ce 
mode de vaccination chez 140 enfants, agés de un & quatre ans, 
observe par intradermo-réactions (0 milligr. 144 centigramme 
de tubereuline) apparition précise et constante de la sensibi- 
lité tuberculinique aprés six semaines sans complications 
dabcts froids post-vaccinaux. 

La méthode des deux injections sous-culanées simultanées 
semble done donner actuellement les meilleurs résultats dans 
‘la vaccination au BCG des sujets de tout age. L’allergie & la 
luberculine, décelable par simple cuti-réaction, apparait, en 
général, réguligrement au bout de six & huit semaines et l’abcés 
froid devient une complication rare si l’on tient compte des 
indicalions suivantles : ne vacciner que des sujels nettement 
allergiques au Mantoux d’au moins 1 centigramme de tubercu- 
line, ne pas utiliser des doses trop fortes de BCG, ni une émul- 
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sion vaccinale imparfaitement homogéne et, enfin, ne pas 
traumatiser ou ponctionner trop hativement la petite infiltra- 
tion gui ne se forme d’habitude qu’a l’un des deux points 
injection du vaccin. 

Kn effet, on observe vers la troisiéme ou quatriéme semaine 
aprés les deux injections de BUG, qu'un cdlé, tantdt le gauche, 
tantot le droit, commence a s’infiltrer, tandis qu’a l’autre point 
d'injection on ne sent en général a la palpation qu’un minus- 
cule nodule. Cette infiltration sous-cutanée, non adhérente a la 
peau, peut augmenter de volume, pendant environ une a trois 
semaines, pour arriver & un diamétre de 1 A 3 centimétres. 
Puis elle régresse plus ou moins rapidement et ne forme, 
vers la huitiéme ou neuviéme semaine, qu'un nodule dur, 
arrondi, plutot plat, non adhérent & la peau, de 0,5 & 1 centi- 
métre de diamétre. L’autre point d’injection reste souvent sans 
infiltration. Ces nodules diminuent petit & petit de volume et 
disparaissent finalement aprés un temps plus ou moins long. 
Les infiltrations ne sont jamais douloureuses et ne donnent 
que rarement naissance aun abcés froid. Quand l’abces froid 
se produit, |’infiltration augmente légerement de volume, elle 
devient fluctuante et plus saillante et la peau prend une colo- 
ration rouge ou violacée. Mais méme arrivés & ce stade, nous 
avons vu quelquefois des abcés régresser soit spontanément, 
soit aprés exposition prudente, pendant plusieurs semaines, 
aux rayons ultra-violets ou aux rayons solaires. Il ne faut donc 
pas ponctionner trop hativement. Si l’abcés, qui est toujours 
indolore, évolue, il peut se vider spontanément, ou bien il 
nécessite une ou deux ponctions. Ces ponclions doivent étre 
pratiquées avec de grosses aiguilles et l’aspiration du pus doit 
étre douce, car la paroi interne de l’abcés saigne facilement. 
La guérison s’effectue sans traitement (pansements secs), en 
général apres un mois, et il ne reste qu'une petite cicatrice 
cutanée, lisse, puncliforme, non adhérente aux plans profonds 
qui ne se remarque quelquefois méme plus du tout environ 
un an plus tard. 

D’aprés j’avis des parents, méme quand un abces se forme, la 
vaccinalion au BCG par les deux injections sous-cutanées ne 
présente guére plus d'inconyénients que la vaccination antiva- 
riolique. En effet, l'abces froid n’est pas douloureux et n’a 
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aucun relentissement sur l'état général de l'enfant. Il guérit 
sans laisser de cicatrice nettement visible. Aussi, jusqu’a présent 
n’avons-nous pas rencontré de familles qui aient refusé la vacci- 
nation au BUG par la voie sous-cutanée bien que nous les pré- 
venions toujours que cette vaccination pouvait é¢tre suivie 
d'une légére complication sous la forme d’un petit abces froid. 
Nous sommes convaincus que les parents accepteront, en 
général, pour leurs enfants la vaccination sous-cutanée par 
deux injections si on leur explique les avantages manifestes 
de celte méthode sur la prémunition par voie buccale. 

Aussi, estimons-nous que tous les enfants de milieu tuber- 
culeux ou simplement suspect devraient étre vaccinés par la 
méthode des deux injections sous-cutanées simultanées. Cette 
technique est beaucoup plus précise que la vaccination per os 
et méme que la vaccination par une simple injection sous- 
cutanée. Elle est suivie de l’apparition plus précoce et plus 
constante de l’allergie tuberculinique, décelable par simple 
cuti-réaction. Le médecin saura ainsi exactement quand le 
vacciné pourra étre remis sans danger dans son milieu bacil- 
laire, c’est-a-dire en pratique, six & huit semaines aprés la 
vaccination. 


B. Doses pe BCG a EvPLOYER ET VARIATIONS DELA VIRULENCE DO 
BCG pour L’espice Humaixe. — Une question trés importante 
dans la vaccination au BCG par la yoie sous-cutanée est celle 
de la dose de BUG a employer. 

Classiquement, on recommande pour la vaccination sous- 
cutanée Vinjeclion de 0 milligr. 04 de BCG jusqu’a Vage de 
quinze ans et de 0 milligr. 02 pour les sujets plus agés. Or, 
cette dose est scuvent nellement insuffisante. A Strasbourg, 
par exemple, nous n’obtenions des résultats satisfaisants, au 
point de vue allergie tuberculinique, dans la vaccination par 
la voile sous-cutanée, qu’en injectant 0 milligr. 05 de BCG. 
Aussi, arrivés & Saigon, avons-nous voulu vacciner avec les 
mémes doses. Mais, rapidement, nous avons di nous rendre a 
l'évidence que 0 milligr. 05 représentaient une dose trop forte 
pour Saigon. Depuis, nous ulilisons la dose de 0 milligr. 014 
qui nous donne de bons résullats. A ce sujet, il est inléressant 
de noter que pour le cobaye — comme I'a déjA fait remarquer 
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A. Wallgren [13! — la virulence du BCG ne semble guére 
varier. En effet, chez ces animaux, les lésions bénignes provo- 
quées par les inoculations de controle du vaccin restent sensi- 
blement les mémes pour tous les expérimentateurs. 

D’ott proviennent ces variations de la virulence du BCG pour 
Yespéce humaine? Les variations de virulence du vaccin BCG 
peuvent étre dues, d’abord, a la préparation du vaccin, ensuite 
a l’éloignement de la localité ot on vaccine du centre de pré- 
paration du BCG. 

En effet, quoique |’Institut Pasteur de Paris ait donné des 
instructions précises pour la fabrication du vaccin BCG, les 
bactériologues qui préparent ce vaccin dans les différents pays 
ne procédent pas toujours d’une facon strictement identique. 
D’autre part, en général, on ne pése actuellement plus les cul- 
tures de BCG qui sont destinées a la préparation du vaccin. 
On admet pour chaque ballon un poids moyen. Or, il arrive que 
le BCG se développe moins bien dans une série de ballons. Le 
résultat sera que le vaccin fait avec le BCG contenu dans ces 
ballons se trouvera étre moins riche en germes, donc moins 
actif. 

En outre, le liquide qui sert a la dilution des cultures de 
BCG dans la fabrication du vaccin peut avoir une influence sur 
la conservation de la virulence du BCG et la composition de ce 
liquide varie quelquefois d'un Institut & l'autre. (D’aprés des 
expériences que nous avons effectuées et que nous publierons 
sous peu, le liquide de dilution qui nous parait le plus indiqué 
est le Sauton dilué au quart). 

Mais, ce qui est plus important : tous les Instituts n’em- 
ploient pas des cultures de BCG du méme age pour préparer 
leurs vaccins. Les uns feront du vaccin BCG avec des cultures 
de dix-huit & vingt jours, les autres prendront des cultures de 
vingt-cing jours ou plus. J. Heimbeck, par exemple [14], se 
sert habituellement de vaccin BCG préparé avec des cultures 
dgées de dix A vingt jours et ila méme utilisé des cultures de 
quarante-cing jours. I] n’est pas étonnant que cet auteur cons- 
tate des variations dans la virulence de son vaccin. Des cultures 
de dix, de vingt ou méme de quarante-cing jours ne donneront 
pas des vaccins de vitalité et de virulence égales. 

Il y aurait un trés grand intérét & ce que tous les Instiluts 
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qui fabriquent du vaccin BCG adoptent une technique rigou- 
reusement uniforme et cela.dans les plus petits détails. 

En outre, les résultats des auteurs qui expérimentent le BCG 
sur l’espece humaine semblent souvent varier, sans que la 
virulence du BCG soit en cause, du fait que l’allergie tubercu- 
linique est recherchée avec des techniques différentes. Les uns 
emploient pour leurs cuti-réactions de la tuberculine diluée au 
quart, les autres se servent de tuberculine brute pure, et 
R. Debré, par exemple, considére comme allergiques les vac- 
cinés au BCG qui ne réagissent que d'une facon douteuse & un 
Mantoux de 4 centigramme de tuberculine brute [4]. La encore, 
nous pensons qu’il y aurait avantage a ce que tous les auteurs 
adoptent pour les recherches de l’allergie une technique iden- 
tique. 

Mais, méme en admettant que tous les Instituts préparent 
un vaccin BCG strictement égal & tous les points de vue, ce 
vaccin n’aurait pas la méme virulence partout ot il serait 
employé. Prenons le vaccin BCG de l'Institut Pasteur de 
Paris. Utilisé & Paris méme, ce vaccin, d’aprés une communi- 
cation verbale de notre regretlé maitre A. Calmette, parait 
provoquer par voile sous-cutanée 4 la dose de 0 milligr. 01 
assez réguliérement une cuti-réaction positive chez les vaccinés, 
Mais déja, Parisot et Saleur [45], & Nancy, qui regoivent le 
BCG de Paris, n’obtiennent par J’injection de 1/100° et 1/60° 
de milligramme de BCG que 62 p. 100 d’allergiques par cuti- et 
intradermo-réactions entre trois semaines et vingt-sept mois. 
Nous-mémes, & Strasbourg [16], nous étions obligés d’employer 
0 milligr. 05 du méme vaccin pour voir apparaitre chez nos 
vaccinés par voie sous-culanée l’allergie par cuti-réaction aprés 
six & huit semaines. Et H. Buschmann [47], qui vaccinait a 
Bleialf, en Allemagne, également avec le vaccin de l'Institut 
Pasteur de Paris, injectait 0 milligr. 8 de BCG et ne constatait, 
par culi-réaction pendant une période de deux & sept mois, 
que 44,9 p. 100 d’allergiques. Et quoiqu’il inoculat aux enfants 
80 fois la dose employée a Paris, il n’observait que 30 p. 100 
d’abcés froids. Le méme vaccin subit donc une atténuation pro- 
gressive qui est en rapport avec la distance entre le lieu d’utili- 
sation et le centre de préparation de ce vaccin. 

Quel est le facteur qui produit cette atténuation dans la 
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virulence du BCG? Est-ce le vieillissement du BCG ou est-ce 
lexposition plus ou moins prolongée & une température trop 
élevée? Nous avons demandé & notre confrére H. Buschmann 
de nous indiquer la durée du voyage de Paris a Bleialf. Il a 
bien voulu nous répondre que le vaccin BCG lui arrivait de 
Paris apres deux & trois jours. Il est donc peu probable que le 
vieillissement soit responsable de l’atténuation du BCG, puis- 
qu’a Saigon nous n’utilisons pour nos vaccinations sous-cuta- 
nées gue du BCG provenant, il est vrai, de cultures agées de 
dix-huit jours, préparé six jours auparavant et conservé entre 
temps au frigidaire (+ 7° maxima). Nous pensons plutdt que 
c’est le facteur « température » qui a une action néfaste sur la 
vitalité et la virulence du BCG. En effet, le vaccin de I’Institut 
Pasteur de Paris est expédié par voie ferrée et reste donc un 
temps plus ou moins long 4 une température probablement 
trop élevée pour la bonne conservation du BCG, et cela méme 
en hiver, car les fourgons postaux sont chauffés. 

I] est également possible que l’dge des cultures qui servent & 
la fabrication du vaccin ait une influence sur la bonne conser- 
vation du BCG, et que du vaccin préparé avec des cultures de 
dix-huit jours, par exemple, se montre plus résistant qu’un 
vaccin fait avec des cultures de trente jours. — 

A ce sujet, il est intéressant de noter que le BCG de |'Institut 
Pasteur de Paris administré par la voie buccale donne, par 
contre, aussi bien a Paris qu’a Nancy, Strasbourg, ou Bleialf, 
sensiblement le méme résultat au point de vue allergie tuber- 
culinique, c’est-a-dire qu’on constate partout qu’environ 
30 p. 100 des nouveau-nés vaccinés réagissent a la cuti- 
réaction entre huit semaines et six mois. Comment concevoir 
le fait paradoxal qu’injecté sous la peau, le BCG semble dimi- 
nuer de virulence plus on s’éloigne du centre de préparation 
du vaccin et qu’administré per os, sa virulence reste partout 
égale? Ce fait semble confirmer l’hypothése émise par nous 
plus haut que la faculté d’absorption du BCG par le tube diges- 
tif et par son systeme lymphatique est limitée et que, sur les 
3 centigrammes de BCG ingérés, l’organisme ne peut en réa- 
lité en retenir qu’une petite quantité. Donc, si une partie des 
3 centigrammes du BCG a perdu sa vitalité, ou a diminué 
de virulence du fait du transport, il restera probablement 
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encore uu nombre trés suffisant de germes BCG virulents, vu 
la capacilé limitée d’absorption du tube digestif. Sinon, 
comment expliquer aussi que H. Buschmann, a Bleialf, 
n’observe une cuti-réaction positive que chez 44,9 p. 100 
de ses vaccinés par voie sous-cutanée malgré l’emploi de 
0 milligr. 8 de BCG, tandis que chez ses vaccinés per os (3 cen- 
tigrammes), il nole, pendant la méme période d’observation 
de deux A sept mois, 29,1 p. 100 d’allergiques par cuti-réac- 
tion, c’est-a-dire un chiffre normal (W. Park a New-York : 
26 p. 100; Jakhnis & Kharkoff : 30 p. 100; nous-méme a 
Strasbourg : 26,8 p. 100 [16] ? 

On ne peut donc pas recommander pour la vaccination au 
BCG par la voie sous-cutanée une dose d'inoculation uniforme, 
applicable dans le monde entier. Les expérimentateurs pouvant 
se procurer leur vaccin BCG au centre méme de préparation et 
procéder tout de suite aux vaccinations, auront en général de 
bons résultats avec 0 milligr. 01 de BCG, surtout sils emploient 
la méthode des deux injections simultanées. Les médecins, par 
contre, qui n’auront & leur disposition que du BUG, soit pré- 
paré avec des cultures agées, soit ayant subi un voyage plus ou 
moins long, devront rechercher sur place la dose d’inoculation 
optima pour leurs vaccinations sous-cutanées et cetle dose 
sera, en général, supérieure 4 0 milligr. 01. Enfin, le vaccin 
BCG devra toujours étre conservé en glaciére ou au frigidaire, 
et on cherchera a éviter, autant que possible, son exposition a 
la température ordinaire. Il nous parait inutile d’augmenter 
la dose de BCG pour la vaccination sous-cutanée des adoles- 
cents ou adultes anergiques. La dose de 0 milligr. 01 que nous 
employons chez les enfants en bas 4ge nous a donné au point 
de vue allergie des résultats identiques chez les quelques ado- 
lescents et adultes que nous avons eu l'occasion de vacciner. 

Il est évident que lindividualité constitutionnelle de chaque 
sujet peut inlervenir au point de vue de l’apparition de I’al- 
lergie tuberculinique apres vaccination par le BCG. Mais les 
résultats réguliers que nous observons aprés la vaccination au 
BCG par deux injections sous-culanées simultanées nous 
portent & croire que ce facteur a moins d’importance que ne le 
pense par exemple A, Wallgren [43], et que les grandes varia- - 
tions de l’allergie observées dans un groupe d’enfants vaccinés 
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avec le méme vaccin sont le plus souvent dues, soit au mode 
d’administration du vaccin, soit & une émulsion vaccinale 
imparfaitement homogéne. 

Donec, toutes les causes de variations de virulence que nous 
venons d’énumérer ne sont dues qu’a des différences de tech- 
nique dans la préparation du vaccin BCG ou a une utilisation 
du BCG dans des conditions défavorables. Ces variations de 
virulence ne proviennent pas de la souche BCG méme. 


CoxcLusions. 


La prémunition par le BCG per os, méthode simple, inoffen- 
sive et efficace, présente l’inconvénient de ne provoquer que 
tardivement et irréguliérement l'allergie & la tuberculine chez 
les individus vaccinés. Or, la sensibilité tuberculinique est 
actuellement le seul test qui permet d’affirmer que le sujet 
vacciné a retenu des germes BCG et qu’il se trouve, de ce fait, 
immunisé. D’autre part, il est absolument indispensable, si 
Von veut obtenir une prémunition efficace, que le vacciné soit 
isolé de tout contact tuberculeux jusqu’a l'apparition de l’im- 
munité. En l’absence de l’allergie post-vaccinale, il est done 
impossible de savoir quand le sujel vacciné se trouve réellement 
prémuni. Cette incertilude devient angoissante quand il s’agit 
de remettre, aprés vaccination, un enfant dans son milieu 
bacillaire. Il nous parait done préférable d’employer pour les 
sujets provenant d’un milieu tubercu!leux ou suspect une autre 
voie d’administration du BCG qui provoquerait plus préco- 
cement et plus réguliérement l’allergie tuberculinique et qui 
donnerait ainsi une indication précise et individuelle au sujet 
de la durée de Visolement de chaque vacciné. 

Si l'on passe en revue les autres voies d’administration du 
BCG actuellement en usage, on constate que les voies intra- 
dermique, intra-musculaire et sous-cutanée donnent au point 
de vue sensibilité tuberculinique des résultats supérieurs a 
ceux obtenus par la voie buccale. De ces trois modes d’inocu- 
lation, la voie sous-cutanée nous parait étre la plus indiquée. 

En effet, la voie intra-dermique ne présente aucun avantage 
sur la voie sous-cutanée, ni au point de vue apparition et 
durée de Vallergie, ni au point de vue moindre fréquence des 
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lésions locales post-vaccinales. En outre, la vaccination intra- 
dermique nous semble, en pratique, d'une exécution moins 
aisée que l’injeclion sous-cutanée. 

La voie intra-musculaire peut rendre des services pour Ja 
prémunition des enfants tuberculeux qui ne peuvent étre isolés 
que peu de temps. Enemployant le mode des deux injections 
simultanées, l’allergie & la tuberculine apparait par cuti-réac- 
tion, a doses égales de BCG, deux & trois semaines plus tdt 
qu’aprés vaccination sous-culanée. Mais, comme cette voie 
d’'inoculation semble provoquer plus souvent que la voie sous- 
cutanée la formation d’abcés froids post-vaccinaux, nous pré- 
férons, sauf pour les cas sus-indiqués, la voie sous-cutanée a 
Yinjection intra-musculaire. 

L’inoculation du BCG par la voie sous-cutanée, qui est 
actuellement apres la prémunition per os le mode de vaccina- 
tion le plus employé, présente d’abord l’avantage de produire 
la sensibilité tuberculinique plus rapidement et plus fréquem- 
ment que la vaccination par la voie buccale; ensuite, elle 
donne au point de vue allergie sensiblement les mémes résul- 
tats chez les enfants du 2° Age et les adolescents que chez les 
nouveau-nés. Par contre, onreproche a cette méthode surtout 
le faitqu’elle peut entrainer la formation d'un petit abces 
froid, d'ailleurs inoffensif, dont l’évacuation spontanée ou par 
ponction est génante. En outre, si l’on compare les résultats 
des différents auteurs, on constate que l’allergie post-vaccinale 
apparait, méme par cette voie, souvent d’une facon irréguliére. 

Nous avons donc cherché & modifier la technique de la vac- 
cination au BCG par voie sous-cutanée dans le but d’obtenir 
une apparition précoce et réguliére de l’allergie tuberculinique 
tout en lachant d’éviter, autant que possible, la formation d’un 
abcés froid. 

De nouvelles expériences, effectuées & Saigon, portant sur la 
primo-vaccination de 238 sujets, 4gés de six mois & vingt-six 
ans (notamment des enfants de deux & quatorze ans) et sur 
89 revaccinations d’enfants, Agés de un mois a huit ans, nous 
ont permis de confirmer les observations que nous avions faites 
i la Clinique infantile de Strasbourg en 1929. A savoir que la 
méthode des deux injections sous-cutanées simultanées pro- 
voque, a doses égales de BCG, l’apparition de l’allergie d'une ~ 
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facgon plus précoce, plus intense et plus réguliére qu’une unique 
injection et que l’abcés froid devient une complication rare 
(environ 1 p. 100 des cas) si l’on tient compte des indications 
suivantes : ne vacciner que des sujets anergiques au Mantoux 
de 1 centigramme de tuberculine brute, ne pas utiliser des 
doses trop fortes de BCG, ni une émulsion vaccinale imparfai- 
tement homogéne et, enfin, ne pas traumatiser ou ponctionner 
trop hativement la petite infiltration, qui ne se forme en géné- 
ral qu’al’un des deux points d’injection du vaccin et qui, presque 
toujours, régresse spontanément sans laisser de traces. 

Aussi croyons-nous que tous les enfants de milieu tuber- 
culeux ou simplement suspect, devraient étre vaccinés par la 
méthode des deux injections sous-cutanées simultanées. Cette 
technique est beaucoup plus précise que la vaccination per os 
et méme que la vaccination par une unique injection sous- 
cutanée. Elle est suivie de l’apparition précoce et réguliére de 
Vallergie tuberculinique (plus de 90 p. 100 des sujets réagissent 
déja a la cuti-réaction au bout de sept semaines). Le médecin 
sait ainsi exactement quand le vacciné peut étre remis sans 
danger dans son milieu bacillaire, c’est-a-dire en pratique, six 
a huit semaines aprés la vaccination. 

Kn outre, en ce qui concerne l’allergie tuberculinique post- 
vaccinale, nous avons pu noter les fails suivants : 

Les sujets européens et annamites réagissent & tous les points 
de vue d’une facon identique. 

Les réactions positives dues au BCG se montrent moins 
fortes que celles consécutives aux contaminations par du 
bacille de Koch virulent. 

La réaction de Moro-Hamburger se révéle chez les vac- 
cinés, dans la majorité des cas, beaucoup plus sensible que 
celle de Pirquet, mais quelques rares sujets ne réagissent 
qu’au Pirquet. Aussi utilisons-nous pour nos cuti-réactions une 
technique, décrite dans un travail antérieur, qui combine la 
cuti-réaction de Pirquet 4 la réaction percutanée de Moro- 
Hamburger. 

Au bout de douze a dix-huit mois, plus de 80 p. 100 des 
vaccinés et revaccinés par la voie sous-cutanée présentent 
encore une culi-réaction positive et environ 95 p. 100 sont 
encore sensibles & un Mantoux de 1 centigramme de tubercu- 
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line. Il est done fort probable que la plupart des individus 
vaccinés par voie sous-cutanée restent immunisés pendant 
plusieurs années. 

Pour les revaccinations effectuées par voie sous-culanée, il 
faut tenir compte du fait que l’immunité peut persister aprés 
vaccination per os chez certains enfants malgré quils ne réa- 
cissent pas 4 un Mantoux de 1 centigramme de tuberculine et 
que les revaccinations risquent de provoquer chez eux des 
« phénomenes de Koch » (abcés froid). I] nous semble donc 
préférable de n’effectuer les revaccinations, jusqu’da lage 
d’environ deux ans, que par voie buccale, ou plutét de recher- 
cher Vallergie avant |’injection sous-cutanée de BCG par intra- 
dermo-réactions & des doses de tuberculine allant jusqu’a 
2 centigrammes. 

En ce qui concerne la dose de BCG 4’ employer pour la vac- 
cination par les voies sous-cutanée et intra-musculaire, nous 
ne pensons pas que l’on puisse recommander une dose d’ino- 
culation uniforme, applicable dans le Monde entier. La vitalité 
et la virulence du BCG subissent une atténuation progressive 
qui est en rapport avec ladistance entre le lieu d'utilisation et 
le centre de préparation du vaccin. Le facteur « température » 
paraissant avoir la plus grande part dans cette atténuation, le 
vaccin BCG devra, autant que possible, étre conservé en gla- 
ciére ou au frigidaire. Les expérimentateurs pouvant se pro- 
curer leur vaccin au centre méme de préparation et procéder 
tout de suite aux vaccinations, auront, en général, de bons 
résultats, au point de vue allergie post-vaccinale, avec 
0 milligr. 01 de BCG., surtout en employant la méthode des 
deux injections simultanées. Les médecins, par contre, qui 
n’auront & leur disposition que du vaccin, préparé avec des 
cultures dgées ou du BCG ayant subi un voyage plus ou moins 
long, devront rechercher la dose d’inoculation optima et cette 
dose sera, en général, supérieure a 0 milligr. 01. 

En outre, pour obtenir un vaccin BCG d’une virulence égale 
dans tous les pays, il y aurait un trés grand intérét & ce que 
tous les Instituts qui préparent ce vaccin adoptent une tech- 
nique rigoureusement uniforme, et cela dans les plus petits 
détails. Hn effet, les atténuations de virulence du BCG, cons- 
tatées par différents auteurs dans la prémunition de l’espace 
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humaine, ne nous semblent pas provenir de la souche BCG 
méme, elles nous paraissent surtout dues & des différences de 
technique dans la préparation ou dans |’administration du 


vaccin et & une utilisation du BCG dans des conditions défavo- 
rables. 
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UN NOUVEAU MILIEU DE CULTURE 
POUR LA PRODUCTION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE 


par Mle E.-M. TAYLOR, 
Laboratoires Connaught, Toronto (Canada). 


Au cours deces derniéres années, plusieurs notes et mémoires 
ont été publiés par Ramon [4], Loiseau et Philippe [2], Pope et 
ses collaborateurs [3], [4], [5|, sur la production de toxines 
diphtériques de pouvoir anligéne élevé avec des bouillons de 
culture qui ont ceci de commun qu’un produit de substitution 
remplace la peptone commerciale et que des sucres sont ajoutés 
au milieu. Les méthodes de ces auteurs furent étudiées en vue 
de mettre au point, si possible, une méthode de préparation 
de la toxine dipthérique moins cotiteuse que celle qui est 
couramment employée dans nos laboratoires. Dans ce but, 
nous avons plus particuli¢rement étudié la préparation du 
produit de hydrolyse pepsique de panses de porc, effet de 
divers sucres et de la glycérine, l’influence de la surface de la 
culture en rapport avec le volume et l’effet de la température a 
laquelle étaient obtenues les cultures. 


Propuir DE L’HYDROLYSE PEPS{QUE DE PANSES DE PORC 


Pour la préparation du produit de l’hydrolyse pepsique de 
panses de porc, dont la premiére étude remonte & plus de trente- 
cing ans (L. Martin), nous suivons la technique suivante : 

Les panses de pore nous sont remises trois ou quatre heures 
aprés l’abatage des animaux et la préparation de la digestion est 
commencée de suite. Pour chaque préparation, on emploie au 
moins dix panses. Les panses paraissant tant soit peu anor- 
males, c’est-a-dire celles qui sont molles ou répandent une 
odeur forte, et les panses vides dont la muqueuse est recou- 
verte d’un enduit visqueux, jaunatre, ne sont pas utilisées. 

On enléve avec des ciseaux la graisse de la grande cour- 
bure de la panse et celle de la région du pylore et du cardia. 
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Le reste est coupé en deux, puis rincé a l'eau tiede, atin d’éli- 
miner les particules alimentaires adhérentes, et finalement 
haché avec un hache-viande. 

Pour obtenir l’hydrolyse pepsique, nous avons employé des 
grands flacons de 4 litres, & large goulot, contenant 3.200 cent. 
cubes d’eau de robinet a 45°, et 32 cent. cubes d’acide chlorhy- 
drique concentré (poids spécifique 1,48). On ajoute le hachis 
de panse & raison de 350 grammes par litre d’eau acidulée ; le 
méijange est agité fortement, puis porté au bain-marie a 45°, et 
les goulots des flacons sont coiffés de papier. On laisse la 
digestion s’effectuer pendant vingt-trois heures. Durant les six 
dernitres heures, le mélange est fortement agité a des inter- 
valles d’environ une demi-heure. A la fin de la digestion, la 
petite quantité de panse non digérée est enlevée par filtration 
sur un tissu fin. On chauffe le liquide filtré & 95°, puis on le 
transvase dans de hautes bouteilles cylindriques qu’on laisseau 
frigorifique toute la nuit. 

Une quantité considérable de précipité s’amasse au fond de 
ces bouteilles. On décante avec précaution le liquide surna- 
geant ainsi que toute la graisse flottant 4 la surface, a l'aide 
d’un siphon, et on le recoit dans un entonnoir muni d’un filtre 
de papier double de qualité grossiére, afin d’éliminer complé- 
tement la graisse. 

Pendant que le liquide filtré est encore froid, on ajuste sa 
concentration en ions hydrogéne de 7,8 a 8,0 en employant 
une solution de lessive de soude a 33 p. 100 et on le laisse au 
bain-marie & 60° jusqu’a ce qu'un précipité floconneux s’en 
sépare. Quant ce précipité s’est coagulé en gros flocons, on 
I’élimine par filtration sur papier ou sur filtre de Seitz. La stéri- 
lisation du liquide filtré est effectuée par filtration sur filtre de 
Seitz ala température de 50°, ousur bougie de BerkefeldN 445°, 
ou encore par chauffage & l’autoclave 4 110° pendant quarante 
minutes. 

Rapport DE LA SURFACE AU VOLUME. 


Une grande surface de bouillon par rapport au volume (0,7 a 
2,0 cent. carrés par centimetre cube), est désirable pour la pro- 
duction de toxines de pouvoirantigéne élevé. Comme récipient, 
nous avons employé des flacons rectangulaires plats, & goulot 
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court, de 700 cent. cubes au maximum de capacité, donnant, 
en position horizontale, une surface de 120 centimétres carrés. 


SucRES ¥T GLYCERINE. 


Des sucres chimiquement purs, employés pour la différen- 
tiation des bactéries, ont été essayés dans les expériences 
des tableaux IJ, II, IIf. En ce gui concerne le maltose, nous 
avons constaté que des produits moins purifiés et beaucoup 
moins cotiteux sont aussi efficaces pour Ja production de toxine. 

Les sucres, les solutions tampons et la glycérine, dont nous 
avons fait l’essai avec les produits d’lydrolyse pepsique, ont 
été, au préalable, stérilisés par filtration sur bougie Berkefeld. 
On s’assura de la stérilité des milieux additionnés de ces pro- 
duits en les laissant & |’étuve. 


PRODUCTION DE LA TOXINE 


On ensemence les bouillons stériles avec une culture de 
quarante-huit heures de la souche dipthérique américaine sur 
bouillon de Leffler. Le pouvoir toxigéne de la culture employée 
est vérifié en faisant & chaque essai une culture de contréle 
sur un milieu peptoné, dont la valeur pour la production de la 
toxine est connue. Nous avons cultivé le bacille & 32-33°, sauf 
dans certains cas spéciaux, et pendant une période uniforme de 
dix jours. A la fin de cette période, des échantillons de 25 cent. 
cubes approximativement sont prélevés dans chaque flacon, 
additionnés de 0,25 c.c. de solution 41 p. 100 de merthiolate (4). 
Le mélange est agité et on le laisse reposer pendant une heure ; 
puis les bacilles sont séparés par centrifugation. La valeur anti- 
géne intrinséque des liquides surnageants est ensuite déter- 
minée par la méthode de la floculation de Ramon et on mesure 
leur concentration en ions hydrogéne par la méthode colori- 
métrique. 

Les résultats des expériences sont résumés dans les tableaux I 
& VII, dans lesquels la valeur de chaque floculation représente 


(1) Le merthiolate est un antiseptique trés efficace; A la concentration de 


1/500, il ne modifie pas la floculation de la toxine diphtérique. (M 
Jamieson et Powell {6)). P que. (Morgan, 
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soit une détermination par flacon de culture, soit une moyenne 
pour le nombre de flacons qui est indiqué par les chiffres entre 
parentheses placés a droite de la valeur antigéne intrinséque. 


Tasteau I. — Production de toxine dans un mélange d’extrait (1) de 
veau et de produit d'hydrolyse pepsique en présence de diverses 
sources d’énergie. 


4 pe. 100 4 pe. 100 
PAS DE TAMPONS D’ ACETATE DE SUCCINATE 
EXTRAIT DE VEAU 4 VOLUME DE SOUDE DE SOUDE 


SURFACE 
VOLUME 


HYDROLYSE 2 VOLUMES 


= 1 CENT. CARRE 20 


PAR C. C. 


par 
cent. cube 


par 
cent. cube 


TEMPS D'INCUBATION 32° 


Unités 
antigénes 
par 
cent. cube 
pl 
Unilés 
antigénes 
Unités 
antigénes 


bo bp 
a) 


b 


FEN AORMBWMmIDSOS 


. 100 de galactose. . 


p 

p 

p. 100 de dextrine 

p. 100 de glycérine ae 
,25 p..100 de dextrose. . . . 
,25 p. 100 de lévulose. . 


9 
9 
8 
8 
8 
8 
5 
8 
5 
8, 


Croce er ere oO oe COO 
ie Oe ee ee ee 
ARE rOMmNoww 
ot VLRIOCO we 0? Cz 


Nota. — P. G., indique croissance pauyre. 


D’aprés les chiffres donnés dans le tableau I, on voit que 
addition de maltose ou de galactose au bouillon de culture, 
avec ou sans solution tampon, produit une augmentation sen- 
sible du pouvoir antigene de la toxine obtenue. Avec la 
dextrine, la glycérine, le dextrose et le lévulose, cette augmen- 
tation est moins marquée; dans certains cas, la croissance fut 
méme entravée par l'acidité qui se développa dans le bouillon 
de culture. 

Le tableau II montre que |’addition de maltose ou de galac- 
tose au bouillon de culture, avec ou sans solution tampon, a 
pour effet d’augmenter trés sensiblement le pouvoir anligene 
de la toxine. On peut aussi noter que toutes les cultures, méme 


(1) L’extrait de veau dont on s'est servi fut préparé en extrayant du veau 
haché avec de l’acide acétique (méthode de Pope et Smith). Cet extrait addi- 
tionné de 2 p. 100 de protéose peptone Difco et 0,3 p. 100 de maltose a 
produit de la toxine contenant 50 unités antigenes par centimetre cube. 
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Tasteau Il. — Production de toxine dans la solution du produit 
d’hydrolyse pepsique sans extrait de veau, avec des sucres ow 
de la glycérine. , 


4 pe. 100 4 p. 100 
SIGN EI PAS DE TAMPONS| ACETATE DE SUCCINATE 

PEPSIQUE SEUL® DE SOUDE DE SOUDE 
SURFACE 


= 1 CENT. CARRE 20 
VOLUME 


PAR C. C. 


pH 


Unités 


TEMPS D’INCUBATION 32° 


antigénes 
pH 
Unités 
antigénes 
pH 
Unités 
antigénes 


Pas de sucre 


~~ 
mo wp 
okae 


4 p. 100 de maltose 


{ p. 100 de galactose 


{ p. 100 de dextrine 

2 p. 100 de glycérine 
0,25 p. 100 de dextrose . 
0,25 p. de lévulose 


= Ot OS 
[eo oie oer} 


9 
a 
9 
2 
g 
9 
9 
9 
9 
9 


? 
> 
’ 
> 
? 
’ 
? 
? 
? 
’ 


— 

LS) 
memomnununnwn © OW 
SEIwnNnoo wo woo 


tho 
- 


5 
5 
0 
0 
0 63 
0 
2 
3 
3 
5 


celles dont le pouvoir antigéne est le plus faible, sont alcalines. 
Il semble done que la production d’une grande acidité iuscrite 
dans le tableau I peut étre altribuée 4 la présence de lV extrait 
du veau. 

En outre, on observe que l’addition soit d’acétate de soude, 
soit de succinate de soude, détermine une augmentation con- 
sidérable de l’alcalinité. 

Les valeurs de la floculation indiquées dans lestableauxI et I, 
sont résumées dans le tableau ILI. Celui-ci indique que, dans 
Vensemble, le pouvoir antigéne est plus marqué, et une bonne 
culture plus fréquente en l’absence d’extrait de veau. Le titre de 
floculation le plus élevé a été obtenu avec une préparation ne 
contenant que le produit de l’hydrolyse pepsique et du maltose. 
Nous fondant sur ces résultats, nous avons décidé de ne plus 
mélanger l’extrait de veau avec le produit de l’hydrolyse pep- 
sique, d’abandonner également l’emploi des substances tampons 
et dutiliser exclusivement le maltose comme source d’énergie. 

Les essais effectués avec 22 produits d hydrolyse pepsique de 
panses de pore contenant du maltose, ont montré que le pou- 
voir antigéne des toxines ainsi préparées dépend de la méthode 
de stérilisation du produit de l’hydrolyse pepsique, de la con- 
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Tasieau III]. — Comparaison de l effet, sur la production de la toxine 
avec le produit d’hydrolyse pepsique de panses de porc, de 
l'addition, séparément ou ensemble, de sucre, d’extrait de veau, 
de glycérine et de tampons. 


HYDROLYSE 2 VOL. HYDROLYSE PEPSIQUE 
SURFACE PEPSIQUE SEULE 4 VOL. EXTRAIT DE VEAU 
——— =| CENT. CARRE 20 
VOLUME 
Oo oOo 
PAR C, C. | = q a 
a af (223|822| 28 | 822 | 233 
TEMPS D’INCUBATION 32° S28 | .35|.38 ae 9 3 a9 
Jey ao = as a as AS = as 2 
s belts ofa} “oe & sO “ot 
gee ees 42 12 22 22 
Pas de sucre. 1S 2 8 42 12 99 99 
( 81} 63 45 54 72 
4p. 100 de maltose... . -) 84] 63 { 72 } Bh 79 63 
45] 63 63 63 36 54 
4 p. 100 de galactose. . 54 63 72 50 45 45 
1 pat00 devdextrine 9. s ~ - 29} 36 36 125 (0. PEG: 36 
ISD DOT er Sly Cerine mie: <n aS 31 38 Recs 45 
0,25 p. 100 de dextrose. . . .;< 411] 18 18 [2s (Ce PEC: 24 
0,25 p. 100 de lévulose. . . .J<c41] 41 24 15 Pace 31 
Nota. — P. C., indique croissance pauvre. 


centration du maltose, du rapport de la surface au volume et 

de la température de la culture. Ces résultats sont résumés 

dans les tableaux IV, V, VI et VII. 

TasLeau IV. — Comparaison de leffet du rapport de la surface au 
volume sur la production de la toxine dans deux différents 


produits d'hydrolyse pepsique. 


4,5 p. 100 DE MALTOSE 


MODELE Hydrolyse | Hydrolyse 


pepsique pepsine 
Nes INGE, 
Unités Unités 

antigénes | antigénes 


CAPACITE 
totale du flacon 
VOLUME 
de l’hydrolyse 
pepsique 
par flacon 
en centimétres cubes 
SURFACE 
VOLUME 
centimétre carré 
par 


de fiacon employé 


en centimétres cubes 
centimétre cube 


9 45 
Cylindrique .. . : | 63 


Cylindrique. .. : ’ 5 72 
RIALS. eS Ie ei%s ; & 


Cylindrique. .. . ) 2. 
81 
Cylindrique.... . 5 81 
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Le tableau IV résume les résultats obtenus avec deux pro- 
duits différents d’hydrolyse pepsique dans des modeéles variés 
de récipients, en quantités telles que le rapport de la surface 
au volume de bouillon variait de 0 cent. carré 35 & 1 cent. 
carré 20 par centimetre cube. La tendance a la production d'une 
toxine plus active, quand la valeur de ce rapport est élevée, 
s’ observe dans les deux cas. 


Tasteau V. — Effet sur la production de la toxine de différentes 
méthodes de stérilisation du produit d’hydrolyse pepsique et 
variation du rapport de la surface au volume. 


bes 


PRODUIT D’HYDROLYSE PRODUIT D'HYDROLYSE 
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20 + 1,5 p. 100 de maltose 21+ 41,5 p. 100 de maltose 
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mT Bougie Disque Bougie | Disque 
Ol Berkefeld Seitz : Berkefeld|. Seitz 


Autoclave 


SURFACE (CENT. CARRE) 
VOLUME (CENT. CUBE) 


96 (3) : 68 (3) 
410 (4) | °5 : 55 (3) 
125 (5) | 65 (3) 


Nota. — Les chiffres entre parenthéses représentent le nombre de flacons qui ont 


servi a l’épreuve; la moyenne de la valeur antigéne intrinséque est indiquée sur le 
tableau. 


Le tableau V permet de comparer les effets de trois diffé- 
rentes méthodes de stérilisation du produit d’hydrolyse pep- 
sique, et leffet du rapport de la surface au volume sur la 
production de la toxine. Bien qu'il paraisse exister une diffé- 
rence inhérente a l’hydrolyse pepsique n® 21 en comparaison 
avec le n° 20, néanmoins, dans les deux cas, la filtration du 
produit d’hydrolyse pepsique sur filtre de Seitz, semble se 
préter ala production d’une toxine beaucoup plus active que 
dans le cas ot la stérilisation est effectuée par les deux autres 
méthodes. Dans les limites étudiées ici (0 cent. carré 7 a 
2 cent. carré par centimétre cube), le rapport de la surface 
au volume n’a pas paru avoir d’influence particuliére. ° 

Quand la stérilisation des produits de l'hydrolyse pepsique 
est effectuée par filtration sur bougie Berkefeld ou sur filtre de 
Seilz, on n’observe aucune différence dans la production de la 
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toxine, que le maltose ait été ajouté avant ou apres la filtra- 
tion. 

Si la stérilisation est faite &l’autoclave, il importe de séparer 
le précipité, relativement faible, qui se forme aprés que le pH 
de hydrolyse pepsique est ajusté de 7,8 4 8,0. 

Trois différents produits d’hydrolyse pepsique furent mis a 
autoclave sans séparer ce précipité; avec tous les trois, en 
dépit d’une abondante croissance, la valeur finale de la flocula- 
tion était de moins de 2 unités par cenlimétre cube. 

Une petite quantité de précipité se forme dans le produit de 
Vhydrolyse pepsique clarifié lorsqu’il est mis a l’autoclave, 
mais ceci ne semble avoir aucun effet nuisible sur la produc- 
tion de la toxine. 


Tasreau VI. — Effet sur différents produits de lhydrolyse pepsique 
de la variation de la concentration du maltose et du rapport de 
la surface au volume. 


| 
SURFA | SURFACE 
a CENT. CARRE 20 | ee CENT. CARRE 
; VOLUME VOLUME 
UME PAR CENTIMEIRE CUBE PAR CENTIMETRE CUBE 
@hydrolyse | |———____________| 
: Se | =e S o S&S oa S © = So = 2 
eS eee a2 | ie eel eels lie 
Sten aliens | Oe eee ea 
Satta me “tlre laces Misi east ewe GE) || Semel ene get || Cees 
ean aaEE Eni —_—_—_—_— ————l 
14 (b) 2. . «| 54 (A) | 100 (2) | 142 (2) 99 (2) | 142 (2) 
12... . . .| 90 (4) | 100(3)| 80 (3)} 63 (1)} 5% (4) | 88 (3) | 100 (4) 
iN 43 (3) | 400 (1) | 100 (4) 45 (1) | 108 (4) | 408 (1) 
20 Seilz. . . 110 (4) | 125 (5) 
20 Berkefeld. 80 (4) | 70 (4) 
Q1 Seitz... | 58 (3) {405 (2) 65 (3) | 110 (1) 
21 Berkefeld. | 27 (2)| 60 (2) 38 (3) | 32 (2) 
21 Autoclave. 55 (4) | 75 (2) | 54 (4) | 53 (2) 


Comme résultat des épreuves faites avec vingt-deux produits 
d'hydrolyse pepsique, on trouve que la meilleure concentra- 
tion du maltose varie d’une préparation & l'autre dans les 
limites de 1 & 2 p. 100. Ces résultats sont résumés dans le 
tableau VI, ot l'on peut voir que, en général, les conditions 
pour la production d’une toxicité maximum sont réalisées par 
un bouillon de culture contenant 2 p. 100 de maltose et un 
volume par flacon tel que le rapport de la surface au volume 
soit de 1 cent, carré 2 par centimetre cube. Dans la plupart des 


Annales de U Institut Pasteur, t. 55, n° 4, 1935. 32 


482 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cas, quand la concentration du maltose était 2,5 p. 100 et le 
rapport de la surface au volume 1 cent. carré 2 par centimetre 
cube, le pH final de la toxine obtenue variait de 6,0 a 7,0. Cette 
tendance & l’acidification fut également obtenue avec 2,5 p. 100 
de maltose en diminuant le volume du bouillon par récipient a 
un point tel que le rapport de la surface au volume était appro- 
ximativement 2 cent. carré 0 par centimétre cube, mais ni Pun 
ni lautre de ces procédés n’augmenta la toxicité. 


TasteAu VII. — Effet de la filtration, dela température d incubation 
et du rapport de la surface au volume sur la production de la 
toxine. 
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Les travaux de Pope et Smith concernant la meilleure tem- 
pérature pour la culture, nous ont fait adopter celle de 32 a 
33° dans la majeure partie des expériences résumées dans les 
tableaux I & VI. Dans le tableau VII, des résultats sont donnés 
avec deux prodnits différents d’hydrolyse pepsique, pour les- 
quels on étudia l’effet de la température d’incubation, de la 
méthode de stérilisation du produit d’hydrolyse et du rapport 
de la surface au volume. Pour le produit n° 24, on peut. voir 
que l’effet combiné de certaines conditions, c’est-a-dire la stéri- 
lisation par filtration sur Berkefeld, température d’incubation 
de 378 38°, etun rapport de surface au volume peu élevé, a 
eu pour résultat une diminution de fa valeur antigéne intrin- 
séque de 68 & <2 par centimetre cube. Seul, l’effet opposé de 
la température la plus haute est particuligrement frappant 
dans le cas de J’échantillon n® 21, stérilisé sur bougie 
Berkefeld. Bien que pour les échantillons 21 et 23, stérilisés 
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sur filtre de Seitz, les effets de la température de la culture 
et du rapport de la surface au volume soient loin d’étre aussi 
frappants, ils offrent cependant cette méme lendance. 

On pourrait commenter la signification des valeurs anli- 
génes intrinséques inscrites dans les tableaux. Puisqu’il n'y a 
pas conformité exacte entre la valeur de la floculation d’une 
antitoxine et son titre antitoxique exprimé en unités d’Ehrlich 
(Glenny et Wallace (7), les valeurs antigénes intrinséques des 
toxines ou anatoxines, dépendent, jusqu’é un certain point, du 
sérum employé pour la floculation. Ceci est encore plus évident 
dans les résullats du tableau VIII. 


Tasteau VIII. — Comparaison des valeurs antigénes intrinséques 
de trois toxines, en employant sept sérums dfférents. 


TOXINE A TOXINE B TOXINE C 
NUMERO Unités Unités Unités 


antigénes antigénes antigénes 
du sérum par par par 


cenlimétre cube centimétre cube cenlimétre cube 


_ 


54 90 97 
ba 95 10+ 
53 96 405 
56 402 112 
62 441 ALT 
62 412 423 
66 414 426 


Quand ce travail fut entrepris, le sérum antitoxique 399 Ba 
été choisi pour faire l’épreuve de la floculation et on s’en servit 
dans tous les essais. Lesrésultats du tableau VILI furent obtenus 
quand le travail était 4 peu prés terminé. 

Le maaogue de concordance exacte entre la valeur de la 
floculation d'un sérum et son titre anlitoxique exprimé en 
unités d’Ehrlich, rend désirable |'établissement d'un étalon 
international pour la floculation, soit sous la forme de sérum 
sec, soit sous la forme d’anatoxine séche. 


PREPARATION DE L’ANATOXINE 


A un échantillon de toxine (préparée avec le produit de 
lhydrolyse pepsique de panses de pore et du maltose) ayant 
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une valeur de floculation de 72 unités antigénes par centimétre 
cube et une D.M.L. de 0c. ¢. 0004, on ajoute du formol ala 
concentration de 0,45 p. 100 et on laisse le mélange & 37° jus- 
gu’a ce qu'il devienne atoxique. La valeur de la floculation de 
\'anatoxine résultante fut identique a celle de la toxine. 

A 10 cobayes pesant de 290 & 380 grammes, on injecla, sous 
la peau 0 c.c. 3 (2% unités) d’anatoxine. A dix autres, on 
injecta 1 cent. cube (72 unités). Au bout de trois semaines, 
une seconde dose d’anatoxine égale 4 la premiére fut injeclée, 
soit 0c. c. 8 d’anatoxine aux animaux d’un groupe, et 1 cent. 
cube aux animaux de l’autre groupe. Cing semaines plus tard, 
on titra l’antitoxine des sérums mélangés des animaux des 
deux groupes. On obtint 0,54 unités par centimére cube pour 
les animaux qui avaient recu deux doses de 0 c.c. 3, et 
2 unités par centimétre cube pour les animaux qui avaient 
recu deux doses de 1 cent. cube. 


CONCLUSIONS. 


Un bouillon de culture pour la production de la toxine 
diphtérique a été décrit, consistant seulement dans le produit 
de l’hydrolyse pepsique de panses de pore additionné de mal- 
tose. 

Il a 6t6é démontré qu'une toxine de pouvoir antigéne élevé, 
jusqu’a 100 unités antigenes par centimétre cube, peut étre 
produite avec ce bouillon quand les conditions suivantes sont 
observées : concentration de maltose 2 p. 100, stérilisation par 
filtration sur filtre de Seitz, température de 32 & 33°, rapport 
de surface au volume | cent. carré 2 par centimétre cube. La 
concentration de la toxine produite est un peu plus faible 
quand la stérilisation du milieu a lautoclave remplace la filtra- 
tion sur Seitz. 

I] a été démontré que la toxine préparée A l'aide de ce 
bouillon de culture peut étre rendue atoxique par le formol, 
que le produit atoxique conserve sa valeur de floculation intacte 
et qu'il est efficace comme agent immunisant. 

Je suis trés heureuse de remercier M. Moloney de ses pré- 
cleux conseil et de Vintérét qu’ilme témoigna pendant la rédac- 
tion de ce mémoire. 
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MILIEUX COLLOIDAUX POUR LA CULTURE DE MICROBES 


par N. N. KLODNIZKY. 


Le travail exposé ci-dessous fut commencé en 1927. Son 
principal but fut de trouver un milien dans lequel les 
anaérobies pourraient se développer en présence de l’oxygéne 
de l'air. La méthode de Tarozzi est la plus répandue et la plus 
connue. Elle consiste a introduire dans le bouillon ordinaire 
un petit fragment slérile d’un organe (rein) de lapin ou de 
cobaye. Noguchi employait largement ce milieu. Zeissler a 
montré que la combinaison-bouillon-organe peut subir la stéri- 
lisation & Pautoclave, sans qu'il en résulte aucune action nui- 
sible a la culture ullérieure des anaérobies. 

Kn observant la culture des anaérobies sur ce milieu, je suis 
arrivé a la conclusion que sa croissance commence dans le 
voisinage immédiat du fragment dorgane, entouré d’une zone 
d’autolyse et de désintégration, c’est-a-dire dans une sphére 
d’état colloidal de la matiére, et qu'elle ne s’étend au reste du 
milieu que petit & petit. Le milieu s’éclaircit aprés un certain 
temps et la croissance ne continue que dans la partie inférieure 
du tube. Donc, siontransforme tout le milieu 4 état colloidal, 
le développement sera plus énergique et plus uniforme. On 
doit donc exiger du milieu qu il soit liquide, transparent, et 
qu'il supporte la stérilisation a 120°. 

Apres plusieurs essais, je me suis arrété a la formule 
suivante. On prend un bouillon de viande-peptoné, de 
pH = 7,2-7,4 et on y ajoute 0,1 p. 100 d’agar-agar. Les détails 
de la préparation de ce milieu sont tres simples et nous ne les 
exposerons pas. Aprés filtration de la solution chaude a travers 
le papier, on procéde 8 la stérilisation & 120°. 

Les microbes se développent parfaitement bien sur ce 
bouillon-agar. Si l’ensemencement est fait comme d’ordinaire 
avec une pipelte de Pasteur, on oblient vingt-quatre heures apres 
une croissance abondanle avec un dégagement énergique de 
gaz. Sion laisse la culture pendant quelques jours, il se forme 
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une couche transparente dans la partie supérieure du bouillon. 

ll n’est pas nécessaire de régénérer le milieu, c’est-a-dire de 
le faire bouillir pendant dix a quinze minutes. Les milieux 
méme laissés longtemps au laboratoire sont également bons. 
On peut faire des ensemencements avec une anse, c’est-a-dire 
avec une toute petite quantité de matériel : la culture se déve- 
loppe naturellement plus lentement ct d’une facon moins éner- 
gique. 

La formation des spores est normale, parfois méme éner- 
gique ; la conservation de la culture est trés grande. Des 
cultures du tétanos et de botulisme se sont conservées dans 
notre laboratoire & la température ordinaire sous l’huile pen- 
dant plus de trois années sans se dessécher. La virulence de la 
culture sur le bouillon-agar est plus forte que sur le bouillon 
ordinaire, & en juger par quelques expériences, par exemple 
0 c.c. 2-0 c.c. 3 équivalent par leur action 1 cent. cube de la 
culture sur bouillon (B. edematiens et B. histolyticus). 

Il en est de méme pour la culture du bacille de la peste 
aprés six mois de conservation au laboratoire. 

La majorité des microbes pathogénes ordinaires croit trés 
bien sur le bouillon-agar en donnant une culture typique qui 
souvent différe de la culture en bouillon ordinaire. 

Les aérobies stricts donnent une culture abondante, avec 
formalion d’une pellicule épaisse ; par exemple, le bacille de la 
peste. Le bacille du charbon ne se développe que dans la partie 
supérieure, tandis que sur bouillon ordinaire le floconnement 
caractérislique ne se produit qu’au fond du tube. Les anaé- 
robies facultatifs se développent progressivement dans le 
milieu tout entier avec prépondérance iniliale dans la partie 
supérieure (b. typhique, b. paratyphique). La croissance du 
streptocoque hémolytique est caractéristique sous la forme 
d’un nuage ou bien d’une couche de petils grumeaux occupant 
la moitié supérieure du milieu et n’ayant qu’une faible tendance 
a augmenter. La culture des actinomycétrs est trés typique ; 
déja en un ou deux jours il se forme dans la couche supérieure 
une grande quantité de granulations duveteuses qui grossissent 
beaucoup et s’agglomérent. La culture en bouillon s’effectue 
plus lentement et seulement au fond du tube. 

Le bacille de la tuberculose fait une exception. On ne 
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remarque pas de croissance appréciable méme en présence de 
3 p. 100 ou 5 p. 100 de glygérine. Ce point n'est pas encore 
éclairci. 

Nous employons aussi avec succes le milieu liquide de 
Sabouraud avec 0,1 p. 100 d’agar pour cultiver et conserver 
les champignons pathogénes. 

Si le principe que l'état colloidal du milieu environnant offre 
de meiJleures conditions et semble méme nécessaire pour le 
développement des microbes est exact, il doit l’étre aussi pour 
les microbes que l’on cultive difficilement et seulement en 
présence de protéines liquides. Cette hypothése a été confirmée. 
Les gonocoques, pneumocoques et méningocoques se déve- 
loppent trés bien sur le bouillon agar simple. Trois cultures de 
gonocoques ensemencés par moi a I’[nstitut Pasteur de Paris 
en 1928 ont supporté le voyage par chemin de fer et furent 
trouvées en pleine vitalité lors du nouvel ensemencement & 
Moscou. Le pneumocogue croit et se conserve parfois mieux 
que sur les milieux spéciaux. 0 c. c. 1 dune pareille culture 
de cing jours tue Ja souris en trente heures. 

Les ensemencements de liquide cérébro-spinal ont donné 
a la surface une croissance nette et abondante en vingt-quatre 
heures, tandis que le bouillon-ascite ne donnait quelquefois 
une culture qu’aprés deux ou trois jours. 

Le bacille de Pfeiffer est plus exigeant et plusieurs souches 
ne se sont pas développées. Il est & signaler que A. A. Spirina 
et K.N. Bauer ayant ajouté au bouillon-agar du sang, en procé- 
dant suivant la méthode de Leventhal, ont obtenu de trés bons 
résultats. 

Dans un cas d’ensemencement du liquide de la vésicule de 
vésicatoire dans un cas d’herpés récidivant, j’ai obtenu au début 
une culture de petits batonnets d’abord anaérobies, ensuite 
aérobies (contréles sur milieux ordinaires). Inoculé au lapia 
sous la dure-miére, le bacillea provoqué une encéphalite typique 
transmissible ea série, bien que les ensemencements soient 
restés slériles. 

Ko 1928 seulement, j'ai eu la possibilité de prendre connais- 
sance de la communication de Ligniéres (C. R. Soc. Biol., 
1923, p. 1091), qui indiquait que les anaérobies se déve- 
loppent bien sur agar semi-liquide (1/4 p. 100), ou bien sur la 
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gélatine. 11 semble que Lignitres ne se soit plus arrété 
sur ce phénoméne et quil n’ait pas essayé d’en donner une 
explication. D’autre part, dans le Manuel de Park et Williams 
(Pathogen. Microorgan., 1925, p. 96), nous trouvons que l’agar 
semi-liquide ou la gélatine sont trés bons pour la conservation 
des cultures de collections. 

Outre l’agar, on a essayé |l’amidon soluble, la gélatine et la 
gomme arabique. Ces substances se sont montrées inférieures 
a l'agar. 

D’autre part, en ajoutant au bouillon ordinaire X ou 
XV gouttes d’or colloidal, ou de manganése, on assure le 
développement des anaérobies. Le fer colloidal freine leur 
croissance. 

L’explication du phénoméne de la croissance intensive des 
microbes, en relation avec le milieu expérimenté, se heurte a de 
grandes difficultés et ne peut pas élre formulée sans une étude 
spéciale. Je me bornerai donc 4 quelques considérations géné- 
rales. 

Probablement, ce sont les forces de la tension superficielle 
qui y jouent Je réle principal. Comme le milieu représente un 
systeme de haule dispersion, l’énergie superficielle doit étre 
trés grande. Le liquide intermicellaire circule entre les parti- 
cules de l’agar et les substances capillaires actives s’accumulent 
sous la surface en diminuant |’énergie superficielle. Les parti- 
cules d’agar en suspension interviennent par leur surface 
par des processus d’adsorption, dont le plus important repré- 
sente la capacilé d’adsorber l’oxygéne et les ions des électro- 
lytes. Probablement les microbes sont aussi entrainés dans ce 
processus. C’est pourquoi les anaérobies trouvent dans ce 
milieu peu d’oxygéne et peuvent emprunter l’oxygéne qui 
leur est nécessaire & la surface des micelles. Le dévelop- 
pement spécial des autres microbes peut aussi é¢tre envisagé 
de ce point de vue. 

Les forces d'adsorption sont de nature électrique, mais 
d'autres facteurs peuvent intervenir. D’aprés la loi de Cohen, 
l'eau ayant une haute constante diélectrique égale a 80, les 
autres particules suspendues doivent porter une charge élec- 
trique inverse, c’est-ai-dire négative. 

Ces corrélations peuvent subir des variations différentes 


490 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


en partie provisoires, surtout pendant la période de la crois- 
sance des microbes. D'autant plus que le milieu est constitué 
non par de l’eau, mais par du bouillon. Eofin, chaque cellule 
mnicrobienne peut étre considérée comme un milieu colloidal 
séparé. Il s’ensuit que les phénoménes de la stabilisation rela- 
tive et de la constance des processus dans l’agar-bouillon au 
cours du développement des microbes sont extrémement com- 
pliqués. 

L’exemple cilé ci-dessus de la culture des bacilles de Pfeiffer 
en bouillon-agar démontre que, dans cette direction, différentes 
modifications et applications sont possibles. Je me bornerai & 
en citer une. En 1907, j’avais proposé densemencer le sang 
dans l’eau distillée. De nombreux auteurs allemands conti- 
nuent-de s’approprier avec une insistance tout a fait injuste 
cette méthode (« Wassermethode », Gildemeister). Depuis, Je 
lai modifiée en ajoutant a l’eau 0,1 p. 100 d’agar. La présence 
de l’'agar n’empéche pas l’hémolyse, mais la ralentit un.peu. 
Les premiéres observations montrent que dans un tel milieu on 
obtient fréquemment la culture des bacilles du typhus abdo- 
minal la ou les ensemencements de contréle sur la bile restent 
sans résultat. Le milieu est moins cher et plus commode que 
la bile. 

L’agar-bouillon, comme nous nous en sommes convaincu, 
est tres commode pour la conservation des cultures. Les réense- 
mencements peuvent se faire une fois tous Jes six mois, ou 
méme une fois par an. Ce milieu est beaucoup plus écono- 
mique que l’agar. 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — A. Marerueux et L. Pacrat, imp., 1, rue Cassette. — 1935. 


